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A  Alanina 
 
Abl  Gen Abelson 
 
ADN  Ácido desoxirribonucleico 
 
ADP  Adenosín difosfato 
 
AKAP  Proteína de anclaje de la quinasa A 
 
AMPc  Adenosín monofosfato cíclico 
 
APAF-1 Factor 1 activador de la proteasa apoptótica 
 
ARNm  Ácido ribonucleico mensajero 
 
ASM  Mastocitosis sistémica agresiva 
 
ATP  Adenosín trifosfato 
 
Bcr  Gen de región de fractura  
 
BMM  Mastocitosis aislada en médula ósea 
 
Btk  Tirosina quinasa de Bruton 
 
C   Cisteína 
 
Ca2+  Ión calcio 
 
C-fms  Receptor para el factor estimulador de macrófagos 
 
CM  Mastocitosis cutánea 
 
CML  Leucemia mieloide crónica 
 
CR  Receptores del complemento 
 
CRH  Hormona liberadora de corticotropina 
 
D  Aspartato 
 
DAG  Diacilglicerol 
 
DAGKζ Diacilglicerol quinasa ζ 
 
E  Glutamato 
 
F  Fenilalanina 
 
FA  Ácidos grasos 
 
FCCP  Carbonil-cianida-p-trifluorometoxifenilhidrazona 
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FCεRI  Receptor de alta afinidad para IgE 
 
FCγRI  Receptor de alta afinidad para IgG 
 
FLD1  Fosfolipasa D1 
 
FLD2  Fosfolipasa D2 
 
Flk-2  Receptor tirosina quinasa de hígado fetal-2 
 
Flt-3  Receptor tirosina quinasa-3 similar a fms 
 
G  Glicina 
 
GAP43 Proteína activadora de GTPasa 43 
 
GM-CSF Factor de crecimiento de granulocitos y monocitos 
 
GnRH  Hormona liberadora de gonadotropinas 
 
Grb2  Proteína de unión a receptores de factores de crecimiento-2 
 
GRK2  Quinasa receptora de proteína G doble 
 
GSK3β Glicógeno sintasa quinasa-3β 
 
GTPasa Guanosina trifosfatasa 
 
H  Histidina 
 
HMC-1 Línea celular de mastocitos humanos-1 
 
HRF  Factor liberador de histamina 
 
I  Isoleucina 
 
Ig  Inmunoglobulina  
 
IκB  Inhibidor de kappaB 
 
IL  Interleucina 
 
IMDM  Medio Iscove modificado por Dulbecco 
 
INCENP Proteína interna del centrómero 
 
INF  Interferón  
 
IP3  Inositol 1,4,5-trifosfato  
 
ITAMs  Inmunoreceptores basados en tirosinas transmembrana 
 
JAK2  Quinasa Janus 2 
 
Abreviaturas y acrónimos 
	   13 
K  Lisina 
 
KDa  Kilodalton 
 
L  Leucina 
 
M  Metionina 
 
MAPK  Quinasa activada por mitógeno 
 
MCAS  Síndrome de activación mastocitaria 
 
MCC  Subpoblación de mastocitos positiva a quimasa 
 
MCL  Leucemia de mastocitos 
 
MCP  Proteína quimioatrayente de monocitos 
 
MCS  Sarcoma de mastocitos 
 
MCT  Subpoblación de mastocitos positiva a triptasa 
 
MCTC  Subpoblación de mastocitos positiva a triptasa y quimasa 
 
µg  Microgramo 
 
MIF  Factor inhibidor de la migración de macrófagos 
 
MIRRs  Receptores multicadena de reconocimiento múltiple 
 
mL  Mililitro 
 
µm  Micrómetro 
 
µM  Micromolar 
 
MML  Leucemia mielomastocitaria 
 
N   Asparagina  
 
NF-κB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras κ de células B 
activadas 	  
ng  Nanogramo 
 
NGF  Factor de crecimiento nervioso 
 
NK  Agresoras naturales 
 
PA  Ácido fosfatídico 
 
PAF  Factor activador de plaquetas 
 
PARP  Poli-(ADP-ribosa) polimerasa 
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PC  Fosfatidilcolina 
 
PCR  Reacción en cadena de la polimerasa 
 
PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas 
 
PDGFR Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas 
 
PDK1  Quinasa-1 dependiente de fosfoinosítidos 
 
pg  Picogramo 
 
PGD2  Prostaglandina D2 
 
pHi  pH intracelular 
 
PI  Fosfatidilinositol 
 
PI3K  Quinasa de fosfatidilinositol-3 
 
PICK1  Proteína de interacción con la quinasa C1 
 
PIP2  Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato 
 
PIP3  Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 
 
PKA  Proteína quinasa A 
   
PKC  Proteína quinasa C 
 
cPKC  Isoformas clásicas de la proteína quinasa C 
 
nPKC  Isoformas nuevas de la proteína quinasa C  
 
aPKC  Isoformas atípicas de la proteína quinasa C 
 
PLC  Fosfolipasa C 
 
PM  Peso molecular 
 
PMA  Forbol 12-miristato 13-acetato  
 
PP1   Proteína fosfatasa 1 
 
PS  Fosfatidilserina 
 
PTK  Proteína tirosina quinasa 
 
RACK  Receptor de quinasa C activada 
 
RANTES Ligando quimiocina 5  
 
S  Serina 
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SCF  Ligando del receptor de c-kit (Stem cell factor) 
 
Sdr  Proteínas de repetición serina-aspartato 
 
SERCA ATPasa de Ca2+ del retículo endoplasmático 
 
SH2  Dominio de homología src tipo 2  
 
Shc  Proteína adaptadora con dominio de unión SH2 
 
SHIP  Fosfatasa del inositol en posición 5’ que contiene un dominio SH2 
 
SM  Mastocitosis sistémica 
 
SM-AHNMD Mastocitosis sistémica asociada a otras enfermedades hematológicas 
clonales con células no-mastocitos 
 
SM-AML Mastocitosis sistémica con leucemia mieloide aguda  
 
SM-CMML Mastocitosis sistémica con leucemia mielomonocítica crónica  
 
SM-HES Mastocitosis sistémica con síndrome hipereosinofílico 
 
SM-MDS Mastocitosis sistémica con síndrome mielodisplásico 
 
SM-MPD Mastocitosis sistémica con enfermedad mieloproliferativa 
 
SM-NHL Mastocitosis sistémica con linfoma no Hodking 
 
Src   Oncogén homólogo al gen src del virus de sarcoma aviar  
 
STAT3  Transductor de señal y activador de transcripción 3 
 
TGF  Factor transformador de tejidos 
 
TNF  Factor de necrosis tumoral 
 
TRAIL  Ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF 
 
TyrK  Tirosina quinasa 
 
V  Valina 
 
VEGF  Factor de crecimiento del endotelio vascular 
 
VHL  Proteína de Von Hippel-Lindau 
 
VIH  Virus de inmunodeficiencia humana 
 
VIP  Péptido intestinal vasoactivo 
 
Y  Tirosina 
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YTX  Yesotoxina 
 
ZIP3  Proteína de interacción con PKCζ 
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2. 1. Origen de los mastocitos. Maduración y proliferación.  
 
 “Mast zellen”, de este modo denominó por vez primera Paul Ehrlich (1854-
1915) a los mastocitos en el año 1878. La característica más relevante de estas 
células fue la presencia de numerosos gránulos metacromáticos de color rojo y 
violeta tras una tinción con un colorante básico, la anilina, en el citosol de un tipo 
celular no descrito hasta aquel entonces [1]. De este modo, al creer que se trataban 
de gránulos que habían sido fagocitados por las células les adjudicó el término de 
“células cebadas”.  
Los mastocitos, al igual que las restantes células sanguíneas, se forman en 
la hematopoyesis [2]. En este proceso participan dos linajes celulares sanguíneos 
diferentes: linfoide y mieloide. Ambos linajes proceden de una única célula 
pluripotente. La línea linfoide está formada por tres tipos celulares diferentes 
responsables de la respuesta inmune específica: linfocitos T, linfocitos B y las 
células agresoras naturales (NK). Por otro lado la línea mieloide se caracteriza por 
presentar una mayor variabilidad en cuanto a morfología, fenotipo y funcionalidad 
[3]. El progenitor mieloide da lugar a los siguientes grupos celulares (esquema 1): 
• Granulocitos: este grupo está integrado por neutrófilos, eosinófilos y 
basófilos. De todos ellos, los neutrófilos son los que presentan una 
mayor capacidad fagocítica. Los eosinófilos poseen un papel importante 
en la defensa específica frente a parásitos y en cuanto a los basófilos, 
estos carecen de función fagocítica y son esenciales en la 
hipersensibilidad inmediata liberando al medio mediadores inflamatorios.  
 
• Células dendríticas: no poseen una actividad fagocítica importante. Son 
las encargadas de presentar el material antigénico a células más 
especializadas, los linfocitos.  
 
• Macrófagos: proceden de sus progenitores los monocitos. Pueden 
permanecer en los tejidos realizando funciones específicas o bien libres 
y estratégicamente situados para atrapar material extraño en órganos 
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• Eritrocitos: son las células sanguíneas más abundantes, también 
denominados hematíes o glóbulos rojos. Carecen de núcleo y se 
encargan de transportar el oxígeno a los tejidos.  
 
• Plaquetas: son células anucleadas formadas a partir de los 
megacariocitos. En su papel inmune son las encargadas de reparar el 
tejido endotelial lesionado y desencadenar la respuesta inmunitaria.  
  
• Mastocitos: poseen un papel fundamental en las reacciones alérgicas, 
liberando al medio mediadores inflamatorios como la histamina, 




Esquema 1: Hematopoyesis. Formación de las distintas células sanguíneas.  
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Los mastocitos humanos proceden de una única célula progenitora común 
que expresa en su superficie los receptores antigénicos CD13, CD34 y el CD117 (c-
kit) [4,5]. Las células progenitoras de los mastocitos se generan en la médula ósea 
y se dirigen al torrente sanguíneo como leucocitos agranulares mononucleares [6]. 
Todavía en este estado inmaduro son reclutadas hacia los tejidos debido a la 
presencia de citocinas secretadas por las células del estroma. Una vez en los 
tejidos la maduración de los mastocitos es estimulada por factores de crecimiento y 
citocinas presentes, dando lugar a una célula madura de aproximadamente 20 µm 
[7]. Los mastocitos se encuentran en las inmediaciones de vasos sanguíneos, 
nervios, piel y en la mucosa del sistema respiratorio e intestinal [8,9]. El proceso de 
proliferación y maduración mastocitaria es estimulado fundamentalmente por un 
factor de crecimiento que se une al receptor c-kit de la superfice celular. Este factor 
se denomina “stem cell factor” (SCF) o ligando del receptor c-kit y es producido por 
células del estroma, endoteliales, fibroblastos y queratinocitos [10,11]. Además, 
junto con la interleucina-3 (IL-3) son los dos factores de crecimiento mastocitarios 
más importantes [12]. El número de mastocitos en el interior de los tejidos se 
mantiene constante debido a un equilibrio entre proliferación y muerte celular 
programada o apoptosis [13,14]. En concreto, se ha comprobado que el SCF es 
capaz de bloquear la muerte celular por apoptosis debido a la ausencia de IL-3. 
Este rescate se debe exclusivamente al SCF y no a la acción de otras citocinas, lo 
que demuestra la alta dependencia de estas células por este factor de crecimiento 
[15]. El SCF es una citocina hematopoyética esencial para la supervivencia del 
organismo, tanto es así que la ausencia de este factor o bien de su receptor c-kit 
causan anemia macrocítica, lo que provoca muerte uterina o perinatal [16]. En 
cuanto a los factores que regulan negativamente el crecimiento de los mastocitos 
cabe destacar el interferón (IFN)-γ y la IL-5.  
 Tradicionalmente los mastocitos reciben el nombre de “células de la alergia”, 
puesto que están relacionadas con los síntomas de la respuesta inmune de tipo 
inmediata y se encuentran en los puntos de entrada de alérgenos, toxinas y 
microorganismos patógenos, tales como la dermis, el tracto respiratorio o la mucosa 
intestinal [17]. Además de en los procesos alérgicos, los mastocitos participan en el 
inicio, desarrollo, expresión y regulación de las respuestas asociadas a la 
inmunidad adquirida. El papel de los mastocitos en dichas respuestas está mediado 
por dos importantes receptores: el c-kit y el receptor de alta afinidad para 
inmunoglobulina (Ig) E (FCεRI) [18]. Las funciones en las que participan los 
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mastocitos son clasificadas en dos grandes grupos: con efecto protector o con 
efecto patológico (tabla 1). En el primer grupo de funciones destaca su papel en la 
angiogénesis, curación de heridas y formación de tejido mientras que poseen 
efectos patológicos entre los que se incluye su actividad en los procesos asmáticos 
o alérgicos y como promotores del crecimiento tumoral. 
 
 
Efectos protectores Efectos patológicos 
Tolerancia inmunitaria Inflamación inducida por estrés 
Inmunidad frente a bacterias, 
virus y parásitos Asma y alergia 
Degradación de toxinas y 
homeostasis 
Desarrollo de enfermedades 
autoinmunes: artritis 
reumatoide y esclerosis 
múltiple 
Angiogénesis Reservorio de VIH 
Regeneración ósea Promotor del crecimiento tumoral 
Transporte iónico Enfermedad cardiovascular 
Crecimiento folículo piloso 
Curación de heridas y formación 
de tejido 	  	  
Tabla 1: Efectos protectores y patológicos de los mastocitos [9]. VIH: virus 
de inmunodeficiencia humana.  	  
 
Las células eucariotas poseen la característica de liberar al exterior 
numerosas sustancias que pasan a formar parte de la matriz extracelular a través 
de un proceso de exocitosis constitutiva. Sin embargo, existe otra variante de 
exocitosis denominada regulada presente en células más especializadas, como son 
los mastocitos y las neuronas. El origen de este proceso radica en la presencia de 
un potente estímulo que desencadena la activación celular. A continuación, los 
gránulos situados en el citoplasma se dirigen hacia la membrana plasmática y una 
vez allí se fusionan a ella y liberan su contenido al exterior. A diferencia de las 
neuronas, los mastocitos tienen la capacidad de liberar el contenido de todos los 
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gránulos en un único acto. Por el contrario, el proceso de exocitosis en neuronas 
tiene lugar en varias fases separadas por un corto periodo de tiempo en el que se 
produce la síntesis de los mediadores. En el año 1991 fue descrita una variante de 
la exocitosis en mastocitos, denominada “exocitosis piecemal” [19]. Este tipo de 
exocitosis, causada por estímulos distintos a la convencional, se caracteriza por la 
pérdida progresiva del contenido de los gránulos citoplasmáticos sin aparente 
fusión con la membrana plasmática [20]. Posteriores estudios han descrito una 
íntima relación de los gránulos con la membrana plasmática, sin embargo no se ha 




2.2. Papel de los mastocitos en la respuesta inmune. Activación. 
 
 
 El sistema inmunitario es el encargado de reconocer sustancias ajenas o 
bien propias denominadas antígenos. Los antígenos, normalmente de naturaleza 
proteica, son reconocidos por anticuerpos desencadenando en la mayoría de los 
casos una respuesta inmune. El sistema inmunitario ha evolucionado con el 
individuo, de tal forma que le permite responder de manera eficaz a una amplia 
variedad de antígenos. En el mecanismo por el cual el sistema inmune protege al 
individuo participan dos componentes que colaboran mutuamente: la inmunidad 
innata, presente en el momento del nacimiento, y la inmunidad adquirida. Los 
mastocitos participan activamente tanto en la respuesta inmunitaria innata como 
adquirida [21]. La función que poseen los mastocitos en la repuesta inmune 
comenzó a describirse hacia 1931, año en el que Webb observó que las células 
peritoneales de rata daban lugar a una desgranulación tras el contacto con agentes 
como la clara de huevo (causante de una reacción semejante a la urticaria cuando 
se inyecta intraperitonealmente) [22]. Más tarde, en los años 1939 y 1953, se 
describió que los mastocitos liberaban los mediadores inflamatorios heparina e 
histamina [23,24].  
 
A nivel inmunológico, los mastocitos se caracterizan por liberar mediadores 
inflamatorios al torrente sanguíneo tras su activación, condición indispensable para 
que se desencadene el proceso de desgranulación. Dicha activación tiene lugar tras 
la múltiple interacción de un antígeno específico a su receptor FCεRI, denominada 
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activación dependiente de IgE o de FCεRI, o bien ser desencadenada por la acción 
de neuropéptidos, opiáceos, compuestos básicos, péptidos o citocinas entre otros. 
Esta segunda vía de activación se denomina no dependiente de IgE [25]. El 
proceso de activación desencadena numerosos desórdenes caracterizados por la 
acumulación de mastocitos en uno o varios tejidos y también por la aparición de 
una gran variedad de mediadores inflamatorios producidos por esta línea celular 
[26].  
 
Algunas respuestas inmunitarias son inadecuadas o excesivas, de ahí que 
reciban el nombre de reacciones de hipersensibilidad. Estas reacciones se 
clasifican en cuatro grupos:  
 
• Grupo I: reacciones de hipersensibilidad inmediata de tipo I, caracterizadas 
por estar mediadas por los mastocitos. Están desencadenadas por la unión 
de un alérgeno (habitualmente polen o ácaros domésticos) a la IgE, 
provocando un entrecruzamiento de dichos anticuerpos, lo que conlleva a la 
activación del receptor FCεRI.  
 
• Grupo II: también se denominan reacciones mediadas por anticuerpos (IgG 
o IgM) que pueden activar el sistema del complemento. El complemento, 
parte fundamental del sistema inmunitario, está compuesto por numerosas 
proteínas intracelulares que estimulan la respuesta inflamatoria, la 
fagocitosis y la muerte celular programada.  
 
• Grupo III: se caracteriza por la formación de inmunocomplejos en 
circulación. Tiene lugar en enfermedades como el lupus eritematoso 
sistémico o la glomerulonefritis crónica.  
 
• Grupo IV: en este caso las células efectoras primarias son las células T, 
encargadas de activar posteriormente a los macrófagos, dando lugar a una 
desgranulación. Uno de los casos en los que aparece esta reacción es en el 
rechazo a injertos.  
 
 
2.2.1. Activación dependiente de IgE. 
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El receptor de superficie celular FCεRI no es exclusivo de los mastocitos, 
pues se encuentra también en otros tipos celulares, tales como basófilos, células de 
Langerhans y monocitos activados [25]. La agregación del receptor FCεRI tras su 
exposición a un antígeno provoca la activación de los mastocitos, fundamento del 
proceso anafiláctico así como de otras enfermedades alérgicas [7]. La densidad del 
receptor FCεRI sobre la superficie celular está regulada por los niveles de IgE así 
como por la IL-4 [7]. El FCεRI pertenece a la familia de receptores multicadena de 
reconocimiento múltiple (MIRRs) y se caracteriza por poseer una cadena 
extracelular α, una cadena β y dos cadenas γ, siendo estas dos últimas 
subunidades las que poseen un mayor papel en las señales de transducción 
[27,28]. El lugar de anclaje de la IgE es la subunidad α, sin embargo esta unión no 
conlleva la activación de la célula, puesto que para que la desgranulación tenga 
lugar es necesario que varios receptores FCεRI se unan a IgE, produciéndose a 
continuación la agregación de estos receptores [25,29]. La activación de la proteína 
Lyn, perteneciente a la familia del gen homólogo al virus de sarcoma aviar (Scr) de 
proteínas tirosina quinasas (PTKs) y asociada a la subunidad β del receptor, tiene 
lugar como consecuencia de esta agregación. Lyn es la encargada de fosforilar los 
residuos de tirosina situados en los inmunoreceptores basados en tirosinas 
transmembrana (ITAMs), localizados en la región citoplasmática de las subunidades 
β y γ [25,30]. Una vez activado el receptor, se activa también la proteína Syk (otra 
PTK) por parte de la subunidad γ. En la activación de mastocitos dependiente de 
IgE tienen un papel fundamental las PTKs, participando en numerosas señales 
intracelulares relacionadas con el proceso de desgranulación celular, tales como la 
ruta de la fosfolipasa C (PLC) /calcio (Ca2+), o la de las quinasas activadas por 
mitógeno (MAPKs). El receptor FCεRI activa una tercera PTK denominada Fyn, 
responsable de la activación de la quinasa de fosfatidilinositol-3 (PI3K), dando lugar 
a la producción de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) [31]. A su vez, el PIP3 es 
hidrolizado por la fosfatasa del inositol en posición 5’ que contiene un dominio de 
homología src tipo 2 (SH2) denominada SHIP, encargada de inhibir la 









Esquema 2: Receptor FCεRI y señales de transducción desencadenadas 




2.2.2. Activación no dependiente de IgE. 
 
 
La activación de los mastocitos no solo se desencadena por la unión de 
anticuerpos IgE a la superficie celular, puesto que la célula puede ser activada de 
forma IgE-independente. La presencia de esta otra vía alternativa de activación se 
describió tras observar síntomas anafilácticos en ratones deficientes para IgE. En 
este caso participan otro tipo de receptores, tales como el c-kit, receptores tipo Toll, 
receptores de adenosina, receptores del complemento (CR), receptores CD200, 
proteínas G y los receptores de alta afinidad para IgG (FCγRI) [29,35,36]. Este 
último receptor FCγRI se une al complejo formado por IgG-antígeno, a diferencia 
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del receptor para IgE (FCεRI), que se une primero al anticuerpo y el antígeno es 
reconocido posteriormente [9]. 
 
En el caso del receptor c-kit, una vez activado tras su unión al SCF, participa 
en numerosas señales de transducción (esquema 3). Estas señales pueden 
dividirse en cinco grandes bloques atendiendo a las proteínas implicadas y al efecto 
final producido:  
 
Ruta de la adhesión celular y desgranulación: en ella participa la 
proteína PLCγ y la proteína quinasa C (PKC), activada a su vez por el 
diacilglicerol (DAG). La PKC provoca la salida de Ca2+ de los reservorios 
intracelulares, estímulo para la desgranulación celular.  
 
Ruta de la proliferación celular: se produce a través de la 
activación de dos proteínas, la proteína quinasa Janus 2 (JAK2), encargada de 
fosforilar los transductores de señales y activadores de transcripción (STAT 1, α, 
3, 5A y 5B). La otra proteína implicada es la PI3K, encargada de activar a la 
proteína Rac1 y a la JNK. 
 
Ruta de la supervivencia celular: tras la activación de la PI3K se 
activa la proteína Akt, lo que conlleva la fosforilación del factor proapoptótico 
Bad. Esta fosforilación implica el bloqueo de Bad, promoviendo la supervivencia 
celular [37].  
 
Ruta de la transcripción génica: la proteína de unión a factores de 
crecimiento 2 (Grb2), tras fosforilar los residuos Y703 e Y936 del receptor c-kit 
activa la proteína G Ras. A continuación tiene lugar la activación de la proteína 
Raf-1, ERK-1/2 y la MAPK p38, encargadas de la transcripción génica.  
 
Ruta de la quimiotaxis: la proteína Src es la encargada de fosforilar 
los residuos Y568 e Y570 del receptor c-kit. Además de la quimiotaxis la Src 









Esquema 3: Rutas de transducción activadas por el c-kit [38].  
 
 
En la activación no dependiente de IgE los compuestos básicos poseen un 
papel fundamental ya que tienen capacidad de estimularla y provocar la liberación 
de mediadores inflamatorios [39-41]. Los compuestos que inducen exocitosis no 
dependiente de FCεRI se clasifican en los siguientes grupos: compuestos básicos, 
péptidos, citocinas, anafilatoxinas, dextranos y lectinas [25].  
 
• Compuestos básicos: el compuesto 48/80, el mastoparan y la polimixina B 
son compuestos básicos que tienen la capacidad de inducir liberación de 
histamina en los mastocitos, a través de la interacción con proteínas G [42]. El 
mastoparan fue el primero en ser caracterizado como activador de las 
proteínas G en el año 1988, dos años más tarde, el mismo efecto fue descrito 
para el compuesto 48/80 [43]. 
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• Péptidos: los péptidos que estimulan la exocitosis pueden dividirse en tres 
grupos: péptidos con parte del dominio CH4 de IgE (por ejemplo la hormona 
adrenocorticotropa), neuropéptidos y péptidos Rab3A. En mastocitos 
humanos, el grupo que presenta una mayor actividad es el de los 
neuropéptidos, entre los que destacan la sustancia P, el factor de crecimiento 
nervioso (NGF) y el péptido intestinal vasoactivo (VIP) [44,45].  
 
• Citocinas: la capacidad de inducir desgranulación es una característica 
presente en varios tipos de citocinas tales como el anteriormente citado SCF, 
así como la IL-3, IL-1 y el factor de crecimiento de granulocitos y monocitos 
(GM-CSF) [46,47]. Debido al papel que juegan en la exocitosis, a este grupo 
se los denominó factores liberadores de histamina (HRFs) [25].  
 
• Anafilatoxinas: reciben esta denominación los fragmentos del complemento 
C3a, C4a y C5a (procedentes de las fracciones C’3, C’4 y C’5 
respectivamente). Estimulan la desgranulación en mastocitos potenciando el 
proceso anafiláctico, de ahí su nombre [48].  
 
• Dextranos y lectinas: los dextranos son compuestos formados por múltiples 
moléculas de glucosa. Esta característica explica que la ruta de actuación 
para estimular la exocitosis tiene lugar a través de los receptores de glucosa 
situados en la membrana [25,49]. Por el contario, las lectinas producen una 
activación de los mastocitos dependiente de IgE [50,51].  
   
 
 
2.3. Mediadores inflamatorios.  
  
 
Tras su activación, los gránulos presentes en el citoplasma se fusionan con 
la membrana plasmática liberando su contenido hacia el exterior celular. Los 
mastocitos producen numerosos mediadores inflamatorios, dando lugar a un grupo 
de gran heterogeneicidad en cuanto a potencia y actividad biológica se refiere [25]. 
Los mediadores inflamatorios se caracterizan por poseer más de una función, a 
veces compartida por varios mediadores y se clasifican en dos grupos: mediadores 
asociados a los gránulos y mediadores sintetizados de novo [52]. Sin embargo en 
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esta clasificación no se consideran algunas excepciones como es el caso del factor 
de necrosis tumoral (TNF) α, que aunque es una citocina puede encontrarse 




2.3.1. Mediadores asociados a los gránulos. 
 
 
Dichos mediadores se liberan al torrente sanguíneo en un tiempo muy corto tras 
la activación celular. Entre ellos se encuentran la histamina, las proteasas neutras, 
los proteoglicanos y la carboxipeptidasa A [53].   
 
• Histamina: es una amina generada a partir del aminoácido histidina, cuya 
reacción está catalizada por la enzima histidina descarboxilasa. El contenido 
en histamina en mastocitos presentes en pulmón, piel, tejido linfoide e 
intestino delgado está en torno a 3-8 pg/célula [54,55]. La histamina tiene 
una vida media en el exterior celular muy corta, aproximadamente 1 minuto, 
siendo degradada por la histamina N-metiltransferasa [7]. Este mediador 
posee un papel fundamental en el proceso anafiláctico provocando un 
aumento de la secreción mucosa. Otros efectos de la histamina son la 
contracción del músculo liso, vasodilatación e incremento de la excitabilidad 
de las neuronas del sistema nervioso central y aumento de la permeabilidad 
vascular [53]. Hay cuatro tipos distintos de receptores de histamina en el 
organismo, el H1, H2, H3 y el H4. En cuanto a su distribución, los H1 y H2, se 
encuentran dispersados por todo el organismo mientras que el H3 está 
localizado en el células del cerebro y por último el H4 en células 
hematopoyéticas e intestinales [56,57]. Además de las diferencias en cuanto 
a su distribución, los receptores histaminérgicos poseen mediadores 
intracelulares diferentes (tabla 2). Tras la activación de los receptores H1 se 
producen cambios en los niveles de Ca2+ intracelulares, mientras que la 
activación de los H2 causa un incremento en los niveles de adenosín 
monofosfato cíclico (AMPc) y la de los H3 y H4 modifica los niveles de AMPc 
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TIPO DE RECEPTOR SEGUNDO MENSAJERO 
H1 Ca2+ 
H2 AMPc 




Tabla 2: Tipos de receptores de histamina y segundo mensajero asociado a 
cada tipo [58].  
 
 
Otra amina liberada por los mastocitos humanos es la serotonina, aunque en 
mucha menor cantidad que en mastocitos de rata o ratón [59]. La serotonina, entre 
otras muchas funciones, está relacionada con el crecimiento celular, adhesión, 
quimiotaxis, tumorigénesis y regeneración tisular [59-61].  
 
• Proteoglicanos: los proteoglicanos están formados por un núcleo central 
proteico rico en aminoácidos glicina y serina, unidos covalentemente a un 
tipo de polisacáridos, denominados glucosaminoglicanos. Una característica 
importante de este grupo es la presencia de grupos sulfato y ácido urónico 
en su estructura, permitiéndole formar parte de la matriz fibrosa junto con el 
colágeno [25]. Los proteoglicanos asociados a los mastocitos son la 
heparina y el E condroitín sulfato [62,63]. La heparina posee una importante 
acción anticoagulante y ambos mediadores son asimilados por células como 
los fibroblastos, células endoteliales y por los integrantes de la matriz de 
tejido conectivo [64,65]. El contenido en heparina de los mastocitos es de 
2,4-7,8 µg/106 células [62]. Por lo tanto, el alto contenido en heparina de los 
gránulos mastocíticos, junto con el hecho de que sea una molécula cargada 
negativamente, explica la predilección de estas células por las tinciones 
catiónicas [21]. De este modo, su carga negativa les permite formar 
complejos junto con la histamina, proteasa neutras y otros mediadores [7]. 
Además existe también una gran diversidad en cuanto a la proporción 
heparina/E condroitín sulfato en el interior celular. Mientras que en 
mastocitos de origen pulmonar el contenido de ambos mediadores es 
semejante, los de la mucosa gástrica poseen una mayor cantidad de E 
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condroitín sulfato, lo que conlleva a una diferencia de tinción entre las 
distintas poblaciones [66].  
 
• Proteasas neutras: Se caracterizan por poseer su capacidad proteolítica a 
pH neutro [25]. Las proteasas neutras triptasa, quimasa, carboxipeptidasa A 
y catepsina G componen el grupo más abundante de mediadores 
inflamatorios alojados en el interior de los gránulos [21]. La importancia de 
estas proteasas radica en su función en la degradación de fibrinógeno, 
proteínas de la matriz extracelular o péptidos y en el proceso de 
broncoconstricción [21]. El contenido en proteasas neutras difiere entre los 
mastocitos atendiendo a su localización en el organismo, de tal forma que 
se han definido varias subpoblaciones atendiendo a este criterio. Los 
gránulos intracelulares contienen numerosos mediadores inflamatorios que 
comparten junto con otros tipos celulares. Sin embargo, las proteasas 
neutras, triptasa y quimasa se alojan única y exclusivamente en el interior de 
los mastocitos. Esto convierte a estos mediadores en un marcador útil para 
diferenciar las distintas subpoblaciones celulares [25]. Un estudio realizado 
en el año 1989, en el que se emplearon anticuerpos frente a ambas 
proteínas, triptasa y quimasa, definió dos subpoblaciones distintas de 
mastocitos: (1) MCT; caracterizados por poseer únicamente triptasa y (2) 
MCTC; con contenido en triptasa y quimasa [67,68]. Además de diferenciarse 
por su contenido en proteasas neutras, las dos subpoblaciones se 
caracterizan por poseer diferente localización. Por un lado, los MCT se 
encuentran en el tejido alveolar y mucosa del intestino delgado, mientras 
que las MCTC están presentes en la piel y en la submucosa del intestino 
delgado. Otras localizaciones tales como la mucosa nasal y tonsilas tienen 
un contenido semejante de ambas subpoblaciones [25]. Otro estudio definió 
una nueva población: MCC, con contenido en quimasa y carboxipeptidasa y 
negativas a triptasa [69]. Más recientemente, se ha descubierto que el 
marcaje de triptasa identifica todos los mastocitos, por lo que es la técnica 
empleada para detectar estas células en tejidos [21]. Sin embargo, en un 
estudio posterior se ha demostrado que todos los mastocitos son capaces 
de producir quimasa, por tanto esto implica que no se trata de una proteasa 
específica de las subpoblaciones MCTC y MCC [70]. En definitiva, la 
controversia en cuanto a la heterogeneidad de los mastocitos está vigente y 
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la incógnita en cuanto a número y características de las diferentes 
subpoblaciones sigue de momento sin resolver.  
 
• Quimiocinas: las quimiocinas son mediadores inflamatorios con función 
quimiotáctica. Estas se caracterizan porque una vez liberadas quedan 
ancladas en la matriz extracelular, formando un gradiente sólido que 
sostiene el transporte de leucocitos. El compuesto más importante de este 
grupo es la IL-8.  	  
 
 
2.3.2. Mediadores sintetizados de novo. 
 
 
Este grupo de mediadores, al no estar sintetizados previamente, como es el 
caso de los mediadores asociados a los gránulos, tardan más en liberarse a la 
circulación sanguínea. Uno de los grupos más importantes es el de los derivados 
del ácido araquidónido. Tras su activación, los mastocitos comienzan a sintetizar 
mediadores procedentes del metabolismo de este ácido [25]. El ácido araquidónico 
puede ser metabolizado por la enzima ciclooxigenasa, lipooxigenasa o bien 
epoxigenasa, dando lugar a tres grupos de compuestos distintos.  
 
Los productos obtenidos tras la reacción catalizada por la ciclooxigenasa 
son las prostagladinas, prostaciclinas y tromboxanos. Dentro de este grupo destaca 
un mediador: la prostaglandina D2 (PGD2). La PGD2  produce hipotensión sistémica, 
síntoma que coexiste junto con un aumento de PGD2  en la orina de pacientes con 
mastocitosis [25]. Además, tiene la capacidad de inducir liberación de histamina 
inducida por varios factores como por ejemplo antígenos. La PGD2 posee además 
muchas otras funciones como la de inhibir la agregación plaquetaria [71]. 
 
En cuando a los derivados del ácido araquidónico tras la reacción mediada 
por la lipooxigenasa caben destacar dos grupos: leucotrienos y lipoxinas. Los 
leucotrienos poseen funciones muy importantes a nivel de las vías respiratorias, ya 
que estimulan la broncoconstricción (son entre 10-1.000 veces más potentes que la 
histamina), incrementan la producción de secreción bronquial, aumentan la 
permeabilidad vascular e inducen constricción arterial [72]. Los mastocitos son el 
mayor productor de un tipo concreto de leucotrieno: el leucotrieno B4, descrito 
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como mediador fundamental en el proceso del asma [73,74]. En concreto, el 
leucotrieno B4 actúa como atrayente de varios tipos celulares a nivel pulmonar: 
neutrófilos, macrófagos, monocitos y eosinófilos [75]. 
 
Además de los compuestos derivados del ácido araquidónico, los mastocitos 
liberan otros mediadores de origen lipídico como es el factor activador de plaquetas 
(PAF), producido también por otros tipos celulares [76]. La síntesis de este 
mediador puede tener lugar a través de dos rutas, dependiendo de la disponibilidad 
de sustratos: “de novo” o “de remodelación” [76].  El PAF es liberado al torrente 
sanguíneo dando lugar a la agregación y desgranulación plaquetaria, liberando 
mediadores como la serotonina o la histamina [25]. Una de sus principales 
características es la de producir hipotensión, al igual que la PGD2 [77]. Además, 
este mediador está íntimamente ligado con el proceso anafiláctico [76-80]. Tanto es 
así que la cantidad de PAF está directamente relacionada con la severidad de la 
anafilaxis, al igual que otros mediadores como la histamina o la triptasa [81]. Junto 
con la anafilaxis, el PAF provoca un aumento de la permeabilidad vascular, 
mostrando una potencia entre 1.000 y 10.000 veces superior a la histamina [82].  
 
Las citocinas son mediadores de bajo peso molecular (PM), entre 15-30 
KDa, originariamente descritas en leucocitos y que sirven para enviar numerosas 
señales de comunicación, de ahí que se les otorgara el nombre de ILs. Más tarde, 
al comprobarse que eran producidas por diversos tipos celulares recibieron el 
nombre de citocinas. Algunas de ellas fueron descubieras in vitro durante estudios 
funcionales, por lo que aún conservan su nombre original, tal es el caso del TNF o 
del factor transformador de tejidos (TGF). La citocina producida en mayor cantidad 
por los mastocitos es el TNFα, el cual participa en la adhesión de moléculas 
epiteliales y tiene efecto antitumoral [7]. Otras citocinas procedentes de este tipo de 
células son la IL-4 (producida en menor medida que en basófilos) [83], IL-3, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-10, IL-13 y el GM-CSF, participando entre otras funciones en el desarrollo 
eosinofílico y supervivencia celular [7,21]. Cabe destacar el papel de la IL-5 ya que 
promueve la proliferación mastocitaria en presencia de SCF [7]. Aunque la 
activación vía IgE es la más frecuente en mastocitos, la activación de otro tipo de 
receptores, como los tipo Toll, por parte de productos bacterianos, desencadena la 
liberación de otras citocinas, como es el caso del IFNα [21].  
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Por tanto, los mastocitos son una fuente importante de mediadores 
inflamatorios, ya sean almacenados, entre los que destacan la histamina, la 
serotonina, la triptasa, la PGD2 y el PAF o bien sintetizados de novo como las 


































































































Tabla 3: Clasificación de los mediadores inflamatorios [52]. Proteína 
quimioatrayente de monocitos (MCP), ligando quimiocina 5 (RANTES), hormona 
liberadora de corticotropina (CRH), factor inhibidor de la migración de macrófagos 
(MIF), hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y factor de crecimiento del 
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2.4. El receptor c-kit y su ligando SCF. 
  
 
El c-kit (CD117) es un receptor de tirosina quinasa tipo III, grupo al que 
pertenecen otros receptores como el receptor del factor de crecimiento derivado de 
plaquetas (PDGFR), el receptor para el factor estimulador de macrófagos (c-fms), el 
receptor tirosina quinasa de hígado fetal-2 (Flk-2) y el receptor tirosina quinasa-3 
similar a fms (Flt-3) [84,85]. El receptor c-kit no se encuentra exclusivamente en la 
superficie de los mastocitos, sino que también está presente en otros tipos celulares 
como progenitores hematopoyéticos, melanocitos, células germinales, células NK y 
células intersticiales Cajal [86,87]. Sin embargo, la presencia del receptor c-kit en la 
superficie celular de estas células disminuye drásticamente en el proceso de 
maduración, a excepción de los mastocitos, en donde los niveles de expresión 
siguen siendo elevados en células maduras [21]. El gen que codifica la información 
para este receptor se encuentra en el cromosoma 4 en humanos (q11-12). En 
cuanto a su estructura, estos receptores se caracterizan por tener un dominio 
extracelular con cinco regiones de unión a su ligando, una región transmembrana y 
finalmente una región citoplasmática con actividad tirosina quinasa (esquema 4). 
Esta última región citoplasmática está a su vez dividida en dos dominios: el de 
unión al trifosfato de adenosina (ATP) y el dominio fosfotransferasa [16]. En su 
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Esquema 4: Estructura del receptor c-kit [16].	   
 
 
El SCF presenta dos formas: soluble y transmembrana, ambas 
biológicamente activas [88]. La existencia de este factor permite la diferenciación de 
mastocitos a partir de células de la médula ósea CD34+, células mononucleares de 
la sangre periférica o células de hígado fetal [89-91]. Además de promover la 
proliferación y maduración de los mastocitos, el SCF estimula la función secretora 
de estas células, la quimiotaxis y la adhesión celular [92-95]. La unión del receptor 
c-kit a su ligando SCF, presente en la circulación sanguínea a una concentración de 
3.3 ng/mL, desencadena la homodimerización y fosforilación del mismo [96]. 
Concretamente, la quinasa PI3K y la MAPK son las dos proteínas implicadas en el 
proceso de fosforilación del c-kit [88]. La aparición de una o varias mutaciones en 
este receptor implica la presencia de numerosas variantes del mismo. En concreto, 
dichas mutaciones tienen lugar en la región citoplasmática y han sido descritas en 
mastocitos procedentes de pacientes con mastocitosis, definida como la 
proliferación incontrolada de mastocitos clonales de manera SCF-independiente. La 
substitución del aminoácido aspartato por valina en el codón 816, situado en el 
exón 17, es la mutación más frecuente en pacientes con mastocitosis sistémica. 
Dicha mutación, Asp-816->Val, está asociada a la fosforilación permanente del 
receptor c-kit, y por consiguiente, a su permanente estado de activación [88]. Aún 
así, se ha comprobado que la estimulación con SCF incrementa el nivel basal de 
fosforilación del c-kit en las células que presentan esta mutación [88]. Los 
mastocitos que presentan el c-kit permanentemente activado siguen dependiendo 
de la proteína PI3K para su activación, al igual que en células donde el c-kit no está 
mutado. De esta forma, se ha observado que el tratamiento con Ly 294002, 
inhibidor de la PI3K, provoca apoptosis e inhibe la proliferación de las células con 
las mutaciones en el codón 816 y también en la posición 560 [88]. Los primeros 
estudios realizados situaban la mutación Asp-816->Val en los pacientes con 
mastocitosis de edad adulta [97], mientras que su frecuencia en pacientes 
pediátricos era muy baja. Sin embargo, en estudios recientes se ha observado que 
la mutación Asp-816->Val, al contrario de lo que se pensaba, tiene una alta 
prevalencia (36%) en niños con mastocitosis [98]. 
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A pesar de que la mutación Asp-816->Val es la más frecuente, existen otras 







Tabla 4: Mutaciones presentes en el receptor c-kit [97-99]. 
 
 
Las mutaciones que se describen en la tabla 4, al igual que la Asp-816->Val, 
causan la activación permanente del receptor [98]. Hay que destacar que de todas 
las mutaciones presentes en el c-kit solo la mutación Asp-816->Val posee una alta 
frecuencia (80%) en pacientes con mastocitosis sistémica, mientras que para el 
resto de mutaciones la frecuencia es del 5%.  
 
Mutación 
Cambios en la secuencia de 
aminoácidos 
Referencia 
D52N Aspartato -> Asparagina [97] 
Δ417-
419insY 
Substitución de treonina y aspartato por 
tirosina 
[98] 
Δ419 Eliminación de aspartato [98] 
InsFF419 Inserción de dos aminoácidos 
fenilalanina 
[98] 
K509I Lisina -> Isoleucina [99] 
F522C Fenilalanina -> Cisteína [99] 
V530I Valina -> Isoleucina [97] 
V560G Valina -> Glicina [99] 
D816Y Aspartato -> Tirosina [98] 
D816I Aspartato -> Isoleucina [98] 
D816F Aspartato -> Fenilalanina [99] 
D816H Aspartato -> Histidina [99] 
D820G Aspartato -> Glicina [99] 
V825A Valina -> Alanina [97] 
E839K Glutamato -> Lisina [97] 
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2.5. Mastocitosis. 
 
   
 En el término mastocitosis se integran una serie de patologías 
caracterizadas por un crecimiento incontrolado de mastocitos clonales de manera 
indenpendiente del SCF y su consiguiente expansión y acumulación en la piel y/o 
órganos viscerales [99-106]. La mastocitosis se considera una enfermedad no 
hereditaria y rara [99,107], con una prevalencia del 0,005-0,01%, si bien es cierto 
que en las últimas dos décadas ha aumentado la incidencia de esta dolencia, 
debido en parte a las mejoras en el diagnóstico.  
 
La primera clasificación de las mastocitosis data del año 1949, tras el 
diagnóstico del primer caso de afección de un órgano interno ya que hasta 
entonces esta enfermedad era reconocida como cutánea y se denominaba urticaria 
pigmentosa [108]. Actualmente las mastocitosis se clasifican dependiendo de la 
localización de las lesiones en mastocitosis cutáneas (CM), frecuentes en niños y 
con buen pronóstico, mastocitosis sistémicas (SM), frecuentes en adultos y con 
peor pronóstico y tumores mastocitarios localizados [99,109].  
 
Mastocitosis cutánea: el criterio de diagnóstico de este grupo es la presencia 
de lesiones macroscópicas en la piel y la ausencia de criterios suficientes para el 
diagnóstico de SM [99]. Los diferentes tipos de CM son: 
 
• Urticaria pigmentosa: es la forma más frecuente de mastocitosis 
cutánea. Aparece en niños de corta edad.  
• Mastocitosis cutánea difusa. 
• Mastocitoma en piel. 
 
Mastocitosis sistémica: la presencia de mastocitos clonales en uno o varios 
órganos viscerales se considera criterio mayor para el diagnóstico de esta 
enfermedad. De esta forma para el diagnóstico definitivo de la misma debe 
cumplirse este criterio mayor y uno de los cuatro criterios menores, o bien la 
coexistencia de al menos tres criterios menores. Los criterios considerados 
menores son:  
 
1. Presencia de mastocitos morfológicamente anormales. 
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2. Expresión de los receptores CD2 y CD25. 
3. Presencia de la mutación Asp-816->Val en el c-kit.  
4. Niveles superiores a 20 ng/mL de triptasa en suero. Es importante medir 
los niveles de triptasa al menos 48 horas después del periodo de 
anafilaxis para tener una medida fiable [99,110].  
 
Dentro de este grupo de SM están presentes varios tipos:  
 
• Mastocitosis sistémica indolente. 
o Mastocitosis aislada en médula ósea (BMM). 
• Mastocitosis sistémica latente. 
• Mastocitosis sistémica asociada a otras enfermedades 
hematológicas clonales con células no-mastocitos (SM-AHNMD).  
o Mastocitosis sistémica con leucemia mieloide aguda (SM-AML). 
o Mastocitosis sistémica con síndrome mielodisplásico (SM-
MDS). 
o Mastocitosis sistémica con enfermedad mieloproliferativa 
(SM-MPD). 
o Mastocitosis sistémica con leucemia mielomonocítica crónica 
(SM-CMML). 
o Mastocitosis sistémica con linfoma no Hodgkin (SM-NHL). 
o Mastocitosis sistémica con síndrome hipereosinofílico (SM-
HES).  
• Mastocitosis sistémica agresiva (ASM). 
o Mastocitosis sistémica linfadenopática con eosinofilia.  
 
El tercer y último grupo de mastocitosis son los tumores mastocitarios 
localizados, entre los que se encuentran:  
 
• Leucemia de mastocitos (MCL). 
• Sarcoma de mastocitos (MCS).  
• Mastocitoma extracutáneo.  
• Leucemia mielomastocitaria (MML). 
 
La presencia de mutaciones que activan constitutivamente el receptor c-kit 
es muy frecuente en pacientes con mastocitosis. Dentro del gran número de 
Introducción 
	   40 
mutaciones descritas en este receptor, la Asp-816->Val es la de mayor prevalencia 
en los pacientes con SM, incluso en la variante indolente y en niños con CM [97-
99,107,111]. Para la detección de esta mutación se extrae una muestra de sangre 
periférica y a continuación se determina su presencia por reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) [99]. En la mayoría de los pacientes se biopsia la médula ósea 
para el aislamiento de mastocitos siendo los marcadores usados con mayor 
frecuencia el receptor c-kit, los receptores CD2 y/o CD25 y los niveles séricos de 
triptasa [99,112].  
 
 Además de la CM, SM y los tumores mastocitarios localizados hay otras dos 
patologías que se incluyen dentro del grupo de las mastocitosis, como son el 
síndrome de activación mastocitaria (MCAS) y la hiperplasia mastocitaria. El MCAS 
tiene lugar en procesos alérgicos y otras reacciones inflamatorias así como en la 
mastocitosis. El término de MCAS se aplica cuando coexisten estos tres criterios 
[113]:  
 
• Presencia de signos clínicos de manera recurrente: urticaria, rubor, 
prurito, angioedema, congestión nasal, prurito nasal, sibilancias, 
dolor de cabeza, hipotensión y diarrea. 
• Incremento de mediadores derivados de mastocitos en suero: 
triptasa (20% de incremento), histamina, PGD2 y metabolitos 
urinarios.  
• Respuesta al tratamiento con bloqueantes de los receptores de 
histamina o agentes cuya diana sean los mastocitos (por ejemplo el 
cromoglicato).  
 
El MCAS se clasifica en tres grupos diferentes [113]:  
 
• Primario: es el MCAS en el que deben cumplirse todos los criterios de 
diagnóstico de la activación mastocitaria y los mastocitos son monoclonales.  
• Secundario: se cumplen todos los criterios de activación mastocitaria junto 
con el diagnóstico de alergias u otro trastorno subyacente y no aparecen 
mastocitos clonales.  
• Idiopático: los criterios de activación mastocitaria se cumplen pero no se 
encuentra una enfermedad subyacente. Tampoco aparecen mastocitos 
clonales. 
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 Por su parte la hiperplasia mastocitaria hace referencia al crecimiento 
incontrolado de mastocitos no clonales. Habitualmente coexiste una enfermedad de 
fondo y no se encuentran signos de activación mastocitaria. También puede estar 
presente en trastornos de origen linfoproliferativo, infecciones crónicas y tras la 




2.5.1. Mastocitos humanos HMC-1. 
 
 
 La línea celular de mastocitos humanos-1 (HMC-1) se encuentra presente 
en pacientes con mastocitosis sistémica. La primera referencia que se tiene de esta 
línea celular data del año 1988, procedente de una paciente con leucemia de 
mastocitos de 52 años [114]. Los autores del estudio resaltaron la capacidad de las 
células para teñirse metacromáticamente con azul de toluidina y la carencia de 
receptores FCεRI en su superficie [114]. La línea celular HMC-1 se caracteriza por 
crecer en suspensión en un medio Iscove modificado por Dulbecco (IMDM) 
suplementado con suero fetal bovino. Además, poseen un tiempo de duplicación de 
80 horas aproximadamente y numerosos marcadores de superficie, tales como 
[115]:  
 
• Marcador de células T: CD2.  
• Marcador de células B: CD37. 
• Marcador mielomonocítico: CD88. 
• Marcadores eritroide-megacariocíticos: CD9 y CD63. 
• Marcadores de adhesión: CD11a, CD11c, CD18, CD43, CD44 y CD54. 
• Receptores de citocinas y quimiocinas: CD25, CD116, CD117, CD121b, 
CD122 y CD131.  
 
Las células HMC-1 se clasifican en dos sublíneas: HMC-1560 y HMC-1560,816 
[115]. La primera de ellas se caracteriza por poseer una mutación en la posición 
560 de la región citoplasmática del receptor c-kit en la que se substituye el 
aminoácido glicina por valina. La segunda línea celular posee además una segunda 
mutación en la posición 816 de este mismo receptor en la que se cambia el 
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aminoácido aspartato por valina [88]. Morfológicamente las células HMC-1560 se 
caracterizan por ser más heterogéneas y de mayor tamaño que las HMC-1560,816, sin 
embargo estas crecen más rápidamente [88]. Ambas mutaciones provocan un 
estado de fosforilación permanente del receptor, por lo que se encuentra 
constantemente activado. Por esta razón, ambas líneas celulares crecen de manera 
independiente del SCF, aunque se ha descrito que la estimulación con este factor 
aumenta los niveles basales de fosforilación del receptor [88]. Como consecuencia 
de la permanente activación del c-kit se activan diversas rutas celulares, descritas 
anteriormente, en las que intervienen enzimas como la PI3K o las MAPKs 
relacionadas con la supervivencia y proliferación celular [88].  
 
 En las células con dos mutaciones en el c-kit se ha descrito la fosforilación 
permanente de la proteína glicógeno sintasa quinasa-3β (GSK3β), lo que conlleva a 
una activación constitutiva de la misma [116]. Dicha proteína se encuentra también 
permanentemente activada en mastocitos humanos primarios derivados de sangre 
periférica y se caracteriza por ser un potente factor antiapoptótico y participar en la 
producción de citocinas y quimiotaxis [116,117]. En este sentido se ha comprobado 
que en células HMC-1560,816 la silenciación de esta proteína provoca una mayor 
mortalidad celular [116]. Sin embargo, se desconoce el efecto de esta silenciación 
en la línea celular HMC-1560. 
 
 Además de la GSK3β, el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras κ 
de células B (NF-κB) se encuentra también permanentemente activado en la línea 
celular HMC-1560,816. El inhibidor de NF-κB, denominado inhibidor de kappaB (IκB), 
hace que este factor permanezca en estado inactivo en el citosol. Tras la 
degradación del IκB por parte de lipopolisacáridos bacterianos, ésteres de forbol o 
bien citocinas inflamatorias el factor de transcripción se encuentra libre para 
dirigirse al núcleo [118,119]. El NF-κB es un factor íntimamente ligado al sistema 
inmunitario, ya que una vez en el núcleo activa la transcripción de genes que 
codifican para proteínas relacionadas con la respuesta inmune y el estrés [118,120]. 
Sin embargo, el papel del NF-κB en las células HMC-1560,816 no se conoce al 
completo [119]. Se sabe que la inhibición de la ruta del NF-κB implica la supresión 
del crecimiento de estas células [121], hecho de vital importancia pues supone una 
posible ruta de modulación sobre la que actuar en el tratamiento de la mastocitosis. 
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La línea celular HMC-1 no se encuentra en pacientes con CM, sin embargo 
el 80% de los casos de mastocitosis sistémica son positivos a la línea celular HMC-
1560,816 [122]. Por esta razón se ha establecido la presencia de la mutación Asp-816-




2.5.2 Tratamiento de la mastocitosis. 
 
 
 Debido a su mal pronóstico, la SM es el tipo de mastocitosis que ha 
requerido mayores estudios a la hora de diseñar un tratamiento eficaz y que 
provocase efectos secundarios mínimos al paciente. Para el caso de la mastocitosis 
sistémica indolente el tratamiento se basa en la administración de antagonistas de 
receptores H1 y H2 de histamina y no se requiere un tratamiento citorreductor, a 
diferencia del resto de tipos de SM.  
 
 En los casos de mastocitosis agresivas el tratamiento no se simplifica a un 
solo fármaco, sino que se lleva a cabo una combinación de varios compuestos, 
siendo los más empleados el IFNα, la cladribina y el grupo de los inhibidores de 
tirosina quinasa (TyrK). A continuación se describen cada uno de estos fármacos:  
 
• IFNα: fue considerado fármaco de primera elección para el tratamiento 
citorreductivo en los casos de SM sintomática a principios de la década de 
los noventa. Sin embargo el tratamiento con IFNα da lugar a una respuesta 
muy variable dependiendo del paciente. Se combina con frecuencia con 
corticoesteroides como la prednisolona, aumentando su eficacia en un 10% 
aproximadamente [123-125]. Sin embargo posee numerosos efectos 
secundarios como la fiebre, el hipotiroidismo o citopenias [126,127]. Su 
efecto en algunos pacientes ha sido cuestionado tras observarse que al 
abandonar el tratamiento durante un periodo corto de tiempo los síntomas 
reaparecían, sugiriendo un efecto citostático del fármaco y no citolítico [126].  
 
• Cladribina: se trata de un análogo de nucleósido indicado en el tratamiento 
de pacientes con SM intolerantes al IFNα. Este compuesto inhibe la 
proliferación de las células HMC-1560 y HMC-1560,816, sin embargo puede dar 
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lugar a efectos segundarios como mielosupresión e infecciones 
oportunistas.  
 
• Inhibidores de TyrK: se trata del grupo más importante de fármacos 
utilizados en el tratamiento de la SM. Este grupo de fármacos se 
caracteriza por su capacidad de unión a receptores TyrK como el c-kit en el 
caso de mastocitos HMC-1.  
 
o Primera generación de inhibidores de TyrK: 
 
El primer inhibidor de TyrK utilizado en el tratamiento de la SM es 
el imatinib mesilato (STI571 o Gleevec®), comercializado a partir de 
mayo de 2001 [128]. Se trata de un fármaco que actúa inhibiendo varios 
receptores TyrK: c-kit, gen de región de fractura (Bcr)/gen Abelson (Abl) 
y el PDGFR [129]. En concreto su punto de unión en células HMC-1 son 
los dominios quinasa del receptor c-kit, impidiendo así la unión del ATP 
y bloqueando el receptor [130]. Este fármaco se ha considerado 
tratamiento de primera elección en pacientes con leucemia mieloide 
crónica (CML) hasta la aparición de la segunda generación de 
inhibidores de TyrK. La CML es una enfermedad mieloproliferativa que 
se caracteriza por la fusión de los genes Bcr/Abl situados en el 
cromosoma 22 y 9 dando lugar a un cromosoma 22 de menor tamaño 
denominado philadelphia descubierto en 1960 [131]. La CML es una 
enfermedad que se divide en dos fases: una primera crónica 
caracterizada por la expansión de granulocitos y células progenitoras de 
macrófagos y una segunda fase en la que se produce la aparición de 
formas mutantes de Bcr/Abl [132]. El imatinib no es eficaz en pacientes 
en fase avanzada de la enfermedad, debido probablemente a la 
presencia de células quiescentes, causadas por mutaciones en el 
receptor Bcr/Abl, resistentes al fármaco. En cuanto a su eficacia frente a 
la línea celular HMC-1, cabe destacar que la sublínea HMC-1560,816 es 
resistente al fármaco [129,133]. Por esta razón se han llevado a cabo 
numerosos estudios con el objetivo de identificar nuevos compuestos 
que tengan actividad frente a la mutación Asp-816->Val, lo que dió lugar 
a la aparición de una segunda generación de inhibidores TyrK. 
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o Segunda generación de inhibidores de TyrK:  
 
     Dentro de este grupo destacan varios fármacos: dasatinib (BMS-
354825), midostaurina (PKC412) y nilotinib (AMN107). Todos ellos se 
caracterizan por poseer efecto citotóxico frente a células HMC-1 con 
mutación Asp-816->Val además de frente a la línea celular HMC-1560.  
 
 El dasatinib es un inhibidor de múltiples TyrKs: c-kit, Bcr/Abl, Src, 
receptor de efedrina, p38 MAPK y PDGFR [128,132,134]. Se ha 
convertido en el tratamiento de elección de los pacientes con CML 
desde el año 2010, siendo tres veces más potente que el imatinib frente 
al complejo proteico Bcr-Abl [128,135,136]. A pesar de tener múltiples 
dianas, la proteína Lyn y la tirosina quinasa de Bruton (Btk) han sido 
descritas como las dos más importantes [137-139]. Ambas están en 
estado activo y colaboran en el crecimiento de las líneas celulares 
HMC-1560 y HMC-1560,816 [140]. Por tanto, el dasatinib, al bloquear la 
actividad de Lyn y Btk, anula el efecto estimulador de dichas proteínas 
sobre la proliferación de las dos líneas celulares HMC-1.  
 
  La midostaurina es un derivado alcaloide de la estaurosporina e 
inhibe también varias TyrK: c-kit, Flt-3 y PDGFR [130]. Además de su 
acción sobre las TyrK, la midostaurina inhibe también las isoformas 
clásicas (α, βI, βII y γ) de la PKC, mostrando escasa actividad frente a 
las restantes isoformas de la PKC [141]. Este compuesto da lugar a dos 
metabolitos: CGP52421 y CGP6221, cinco veces más potentes que la 
midostaurina [142]. La actividad de este fármaco ha sido estudiada in 
vitro, describiéndose un efecto de ralentización del crecimiento tumoral, 
afectando especialmente a las células en fase de mitosis. Por otro lado, 
estudios in vivo demostraron que la midostaurina potencia el efecto de 
otros fármacos antitumorales como el paclitaxel o la doxorrubicina 
[143,144]. En estudios realizados en ambas líneas celulares HMC-1 se 
ha descrito que la actividad antitumoral de la midostaurina es 
dependiente de la proteína proapoptótica Bim. Los niveles de Bim están 
regulados por el SCF, encargado de disminuír sus niveles en mastocitos 
normales [145]. Sin embargo, las células HMC-1, al crecer de manera 
SCF-independiente, no sufren esta regulación, mientras que la 
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activación permanente del c-kit causa una regulación negativa de los 
niveles de Bim [146]. Se ha comprobado que la actividad apoptótica de 
la midostaurina es Bim-dependiente tras observar la supresión del 
efecto citotóxico del fármaco al silenciar esta proteína [146]. 
 
 El nilotinib, al igual que los dos anteriores compuestos, actúa sobre 
diversos receptores TyrK: c-kit, Bcr/Abl y PDGFR [147]. A diferencia del 
dasatinib y midostaurina, que presentan una citotoxicidad semejante en 
células HMC-1560 y HMC-1560,816, el nilotinib es mucho más eficaz en la 
línea celular HMC-1560 [130].  
 
 A continuación se muestra el resultado de la combinación de los 
distintos fármacos empleados en el tratamiento de la SM (tabla 5). Cabe 
destacar la ausencia de efectos sumatorios en la línea celular HMC-1560, 
al contrario de lo que ocurre en la línea celular HMC-1560,816. Además en 
estas células el nilotinib es el fármaco que comparte un efecto 




 Imatinib Dasatinib Midostaurina Nilotinib Cladribina 
Imatinib  + + + nd 
Dasatinib ±  + nd nd 
Midostaurina nd +  + + 
Nilotinib ± ± ±  + 






Tabla 5. Interacciones entre fármacos empleados en el tratamiento de 
la SM [140]. +: efecto sinérgico, ±: efecto sumatorio, nd: efecto no 
descrito.  
 
 Una característica muy importante de los inhibidores de Tyrk es que 
dan lugar numerosos efectos adversos cutáneos y sistémicos. Dentro de 
los efectos cutáneos destacan la alopecia, alteraciones en la 
Línea celular HMC-1560 ,816 
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pigmentación y prurito. En cuanto los efectos sistémicos pueden aparecer 
alteraciones como trombocitopenia, alteraciones cardíacas o anemia. En 












Erupciones ✔ ✔ ✔ 
Prurito ✔  ✔ 
Edema superficial ✔ ✔  
Despigmentación ✔   
Hiperpigmentación ✔   
Piel seca   ✔ 
Alopecia   ✔ 
 
SISTÉMICOS 
   
Anemia ✔ ✔ ✔ 
Trombocitopenia ✔ ✔ ✔ 
Neutropenia ✔ ✔ ✔ 
Efusión pleural  ✔  
Alteraciones 
cardíacas 
 ✔ ✔ 
Hipofosfatemia  ✔ ✔ 
Pancreatitis   ✔ 
Hipoglucemia   ✔ 
 
 
Tabla 6: Efectos adversos asociados al tratamiento con inhibidores de 
TyrK [130].  
 
 
2.6. Proteína quinasa C. 
 
 
La PKC fue descubierta en el año 1977 al identificar una quinasa activada por 
el tratamiento con calpaína (proteasa neutra dependiente de Ca2+) [149-151]. 
Puesto que la activación de la enzima dependía de Ca2+, recibió el nombre de PKC 
[152]. La importancia de la PKC se puso de manifiesto al descubrirse que era la 
receptora de un grupo de promotores tumorales, los ésteres de forbol [153], 
diterpenos procedentes de las familias de plantas Euphorbiaceae (con 170 
especies) y Thymelaeaceae [154]. Dentro de la familia Euphorbiaceae el género 
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Jatropha (nombre procedente de dos términos griegos: jatros que significa doctor y 
trophe comida) ha sido objeto de numerosos estudios, ya que las plantas de este 
género se han utilizado de manera generalizada en la medicina tradicional de los 
países tropicales y subtropicales [155]. Sin embargo, más tarde se describió que no 
todas las isoformas de esta enzima se unían a ésteres de forbol y que estos 
poseían otras dianas aparte de la PKC [156]. Aunque los ésteres de forbol son 
utilizados para la activación de esta proteína, realmente su ligando fisiológico es el 
DAG. La generación de esta molécula, segundo mensajero lipídico y agonista 
natural del dominio C1 de dicha proteína, provoca la translocación de la PKC desde 
el citosol hasta la membrana, lo que recibe el nombre de activación alostérica. De 
este modo, la actividad de la PKC en la célula está regulada por diferentes 
mecanismos entre los que destacan: fosforilación, unión a cofactor (activación 




2.6.1. Isoformas y estructura. 
 
 
En mamíferos, la familia de PKCs está integrada por diez isoformas clasificadas 
en tres grupos atendiendo a su estructura y a los cofactores que requieren para su 
activación:  
 
• PKCs clásicas (cPKC): activadas por Ca2+, DAG y fosfatidilserina (PS). En 
este grupo se incluyen las isoformas: α, β1, β2 y γ.  
• PKCs nuevas (nPKC): activadas por DAG y PS e independientes de Ca2+. 
Este grupo está integrado por las isoformas: δ, ε, η y θ. 
• PKCs atípicas (aPKC): activadas por PS pero independientes de Ca2+ y 
DAG. En este grupo hay dos isofomas: ζ y ι/λ.  
 
En un principio se incluyó un cuarto grupo de PKCs, formado por las isoformas 
µ y ν, que sin embargo pasaron a conformar un grupo diferente denominado 
proteína quinasa D al presentar grandes diferencias en el dominio quinasa, muy 
conservado en todas las PKCs [157].  
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Todas las isoformas de la PKC se caracterizan por estar codificadas por genes 
diferentes, excepto las clásicas β1 y β2. Además, poseen un PM en torno a los 
80kDa, aunque éste difiere ligeramente según la isoforma. La distribución en tejidos 
de las distintas isoformas se presenta en la tabla 7. Como puede observarse existe 
una amplia variabilidad entre unas isoformas y otras, siendo las isoformas α, β, δ, ζ 
y ι/λ las más ampliamente extendidas por todo el organismo [158]. 
 
Tabla 7: Isoformas de PKC en tejidos de mamífero  [159-161]. Forbol 12-miristato 
13-acetato (PMA), ácidos grasos (FA), fosfatidilcolina (PC), fosfatidilinositol (PI), 




PMA, FA, PC. 
DAGKζ, 














PMA, FA, PC. 











δ 77.5 DAG, PS, PMA, FA, PI. 





























ζ 67.7 PS, FA, PIP3, PA, ceramida. 
Tubulina, caveolina, 
ZIP3, VHL. Universal 
ι/λ 67.2   Muchos tejidos 
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diacilglicerol quinasa ζ (DAGK ζ), fosfolipasa D1 (FLD1), fosfolipasa D2 (FLD2), 
proteína de interacción con la quinasa C1 (PICK1), proteínas de repetición serina-
aspartato (Sdr), quinasa receptora de proteína G doble (GRK2), transductor de 
señal y activador de transcripción 3 (STAT3), proteína activadora de guanosina 
trifosfatasa (GTPasa) 43 (GAP43), receptor de quinasa C activada (RACK) 1, ácido 
fosfatídico (PA), proteína de interacción con PKCζ (ZIP3) y proteína de Von Hippel-
Lindau (VHL).  
 
 
Los tres grupos de la familia PKC están formados por una cadena polipeptídica 
con una región amino-terminal reguladora y una región carboxi-terminal catalítica, 
representadas en el esquema 5. La PKC consta de un dominio regulador y uno 
catalítico formados por el dominio pseudosusbrato, cuatro regiones conservadas 
(C1-C4) y cinco regiones variables (V1-V5). El dominio pseudosustrato tiene una 
secuencia similar a la del sustrato salvo la presencia de una alanina en lugar de 
serina, de tal manera que la proteína no puede ser fosforilada [152,156,161,162]. La 
PKC es regulada por este dominio, que ocupa el sitio de unión al sustrato, 
otorgándole a la enzima una conformación inactiva e impidiendo la actividad 
enzimática [156,163].  
 
La mitad amino-terminal reguladora posee las regiones conservadas C1 y C2, 
lugares de unión al DAG y Ca2+ respectivamente. El dominio C1 se caracteriza por 
ser rico en cisteína, con aproximadamente 50 residuos, y presente en todos los 
grupos de PKCs [156]. Este dominio, formado por dos partes C1A y C1B, es el 
lugar de unión a los sustratos PS, DAG y ésteres de forbol. Dicha unión ligando-
proteína tiene lugar a través de una única región C1A ó C1B. Ambas partes del 
dominio poseen la misma relevancia, sin embargo en ciertas isoformas la región 
C1B parece ser más importante [164]. En el caso de las PKC atípicas se denomina 
dominio C1 atípico puesto que no se une a DAG ó ésteres de forbol [165], sino que 
está relacionado con la interacción con ceramida y con la formación de complejos 




El dominio C2 es el lugar de unión al Ca2+ en el caso de las cPKC, ya que en el 
caso de las isoformas nuevas hay una pérdida de residuos de ácido aspártico que 
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evita la unión a este segundo mensajero [167]. El dominio C2 está presente no solo 
en la PKC sino también en otras proteínas como las fosfolipasas y las proteínas 
activadoras de GTPasa [168]. La región V3 es la que separa el dominio catalítico 
del regulador. Denominada también “bisagra”, es una secuencia sensible a la 
tripsina y a proteasas neutras dependientes de Ca2+, las cuales provocan una 
ruptura proteolítica y la formación de una quinasa constitutivamente activa. 
 
La mitad catalítica, de aproximadamente 45kDa	   [169], contiene los dominios 
C3, lugar de unión del ATP, y el dominio C4 de unión al sustrato. La secuencia de 
los dominios C3 y C4 presenta una homología del 40% con respecto a la proteína 
quinasa A (PKA) [170]. La región C3 contiene una zona de unión a ATP mientras 
que la C4 posee los sitios de unión al sustrato y de transferencia del grupo fosfato 
[171]. A diferencia de la PKA, cuyo dominio catalítico termina con el aminoácido 
fenilalanina, la PKC posee una región hidrofóbica seguida de la secuencia 
carboxilo-terminal. Dicha secuencia juega un papel fundamental en la regulación de 
la PKC ya que supone el sitio de unión de la quinasa que activa a la PKC, la 
quinasa-1 dependiente de fosfoinosítidos (PDK-1). Además, esta región determina 
la distribución celular de la enzima [156].   
 
Finalmente, la región V5, al igual que el dominio catalítico está relacionada con 
la localización de la proteína. Prueba de esto es que las isoformas PKCβ1 y 
PKCβ2, cuya única diferencia radica en esta región, presentan diferente localización 
celular. Además, está implicada en la localización, translocación y función de las 










Esquema 5: Estructura de los tres grupos de PKCs [156,161]. 
 
 
2.6.2. Regulación de la PKC. 
 
 
La actividad de la PKC está regulada a través de diferentes mecanismos: 
regulación por fosforilación y adquisión de la capacidad catalítica, regulación 
alostérica por unión a cofactores, regulación intraestérica por autoinhibición en el 
sitio pseudosustrato, interacción con proteínas de anclaje que la sitúan cerca de sus 
reguladores y sustratos y finalmente degradación proteolítica [156]. A continuación 
se describen cada una de ellas: 
 
• Regulación por fosforilación: todas las isoformas de la PKC se regulan a 
través de una serie de fosforilaciones en aminoácidos, fundamentalmente 
serina y treonina, aunque también por medio de fosforilaciones en varias 
tirosinas en la región catalítica y reguladora [174,175].  
 
• Regulación alostérica:  
 
o PS: se trata de un aminofosfolípido situado únicamente en la cara 
citoplasmática de la membrana. El dominio C1 es el que le 
confiere especificidad a la proteína para unirse a este cofactor 
[156].  
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o DAG y ésteres de forbol: provocan un gran aumento de la 
afinidad de la PKC por la membrana, en concreto por la PS. A 
diferencia del DAG, los ésteres de forbol son metabolizados más 
lentamente que el DAG por lo que dan lugar a una activación 
más prolongada [156].  
o Ca2+: el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3,) generado a partir de la 
hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) en una reacción 
catalizada por la PLC, causa la movilización del ión Ca2+ a su 
receptor y provoca su liberación de los reservorios intracelulares, 
induciendo la translocación de la PKC. Además, en el caso de las 
isoformas clásicas, existe un efecto sinérgico entre el Ca2+ y el 
DAG, ya que la presencia de uno reduce la cantidad necesaria 
del otro para la activación de la enzima [156].  
 
• Regulación intraestérica: se trata de un tipo de autorregulación 
protagonizada por la región pseudosustrato, ya que evita la unión al sustrato 
manteniendo a la enzima en una conformación inactiva [163].  
 
• Regulación por unión a proteínas de anclaje: las proteínas de anclaje, entre 
las que destacan las proteínas de anclaje de la quinasa A (AKAP), se 
encargan de dirigir a la PKC hacia distintos lugares de actuación dentro de 
la célula. Estas proteínas sitúan a la PKC fosforilada pero inactiva cerca de 
sus sustratos. Otro grupo de proteínas de anclaje son los RACKs, que 
conducen a la PKC a localizaciones celulares específicas [176]. Las 
proteínas del citoesqueleto también juegan un papel importante en el anclaje 
de la PKC. De esta forma se ha establecido una fuerte relación entre esta 
proteína y los componentes integrantes de los filamentos intermediarios, 
como vimentinas y citoqueratinas. También se sabe que la interacción de la 
PKC con los filamentos de actina (F-actina) aumenta la actividad de esta 
enzima y que la isoforma PKCζ está relacionada con la tubulina [177,178].  
 
• Degradación proteolítica: se trata de un proceso inactivador para la enzima y 
su existencia se puso de manifiesto al comprobar que el tratamiento 
prolongado con ésteres de forbol provocaba un descenso de la cantidad de 
PKC en la célula. A este efecto, originado en parte por un aumento de la 
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proteolisis, se lo denominó “down-regulation”, por lo que se trata de un 




2.6.3. PKC en mastocitos. 
 
 
 La PKC tiene un papel importante sobre la exocitosis actuando como 
reguladora de este proceso fisiológico. Este papel se observó en un principio en 
células de la pituitaria en las que estaban involucradas las isoformas PKCα y PKCβ 
[180]. A continuación se realizaron los primeros estudios en mastocitos de rata. La 
activación de estas células está regulada por varias rutas de señalización 
intracelular en las que participa el Ca2+, el cAMP, el pH intracelular (pHi) así como la 
PKC. De esta forma se ha descrito que la activación de la PKC acciona el 
intercambiador Na+/H+, induciendo de esta forma un aumento del pHi [181-185]. 
Otros estudios describieron además una estrecha relación entre la PKC y el Ca2+ 
intracelular, ya que la activación de la enzima estimula la liberación de histamina 
inducida por la thapsigargina, inhibidor de la ATPasa de Ca2+ del retículo 
endoplasmático (SERCA) [186]. Sin embargo, se ha descrito un efecto contrario en 
la liberación de histamina inducida por el compuesto 48/80, ya que la activación de 
la PKC en este caso tiene un efecto inhibitorio [187]. Además la PKC regula la 
liberación de Ca2+ al citosol procedente de los reservorios intracelulares [188-191]. 
Una mención especial merece la isoforma nueva PKCδ, puesto que ha sido descrita 
como reguladora negativa de la desgranulación en mastocitos (esquema 6). Tal y 
como se ha descrito anteriormente, en la exocitosis mediada por IgE, poseen un 
papel fundamental las proteínas Lyn y Syk encargadas de activar a la PLC. Esta 
proteína da lugar a la formación de DAG e IP3 a partir de PIP2. A continuación el IP3 
estimula la salida de Ca2+ de los reservorios intracelulares con una consiguiente 
desgranulación. A su vez la desgranulación está regulada de manera negativa por 
la enzima SHIP, encargada de bloquear la ruta de la PLC [192,193]. Otra enzima 
encargada de regular este proceso es la proteína adaptadora con dominio de unión 
SH2 (Shc). Hay muy pocas moléculas que interaccionen con SHIP y Shc y la PKCδ 
es una de ellas, uniéndose a través de su dominio C2. De esta forma el complejo 
formado por SHIP/Shc/PKCδ es considerado esencial en el proceso de regulación 
de la desgranulación [34].  
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 Esquema 6: Inhibición de la desgranulación por parte de la PKCδ. 
Representación de la ruta intracelular activada [34].	   
 
  
 Además del papel regulador en la exocitosis, la PKC participa en el 
proceso de migración de los mastocitos hacia la región inflamatoria. En concreto la 
inhibición de las isoformas cPKC reduce la migración inducida bien por SCF o por 
antígeno [116]. La PKC es también fundamental en la activación de los mastocitos 
de la línea celular HMC-1. La alcalinización intracelular se ha descrito como un 
importante estímulo de exocitosis en mastocitos HMC-1 y se ha comprobado que la 
activación de esta enzima provoca un aumento en la liberación de histamina 
inducida por alcalinización intracelular en las dos líneas celulares: HMC-1560 y HMC-
1560,816 [194]. Por otro lado, la actividad de la ionomicina, ionóforo del Ca2+ y 
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estímulo de la liberación de histamina [195-198], está regulada por la PKCδ. De 
esta forma la inhibición de esta isoforma bloquea el efecto del ionóforo en células 
HMC-1560 [194]. En definitiva, la PKC ha sido descrita como una proteína esencial 




2.6.4. PKCδ y apoptosis. 
 
 
La isoforma PKCδ está íntimamente ligada al proceso de muerte celular 
programada o apoptosis [200]. Este proceso sigue dos rutas celulares diferentes 
dependiendo del estímulo apoptótico: extrínseca o intrínseca. Se denomina 
apoptosis extrínseca o externa a aquella estimulada por ligandos como el TNF, el 
Fas o el ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), que tras su 
unión a sus receptores de membrana activan la caspasa-8 o iniciadora. Las 
caspasas son enzimas que se encuentran en estado inactivo en la célula y que se 
activan por proteolisis tras una señal apoptótica. La caspasa-8 es la encargada de 
activar a la caspasa-3, estimulando a su vez a la poli-(ADP-ribosa) polimerasa 
(PARP) y desencadenando finalmente la muerte celular. Sin embargo la segunda 
vía de apoptosis, intrínseca o mitocondrial, también puede ser activada por la 
caspasa-8 por medio de la activación de la proteína Bid, la cual puede promover la 
salida del citocromo C de la mitocondria. La vía intrínseca tiene su origen en una 
alteración mitocondrial causada por estrés. En este caso la proteína proapoptótica 
iniciadora es la Bax, encargada de reaccionar con el transportador de adenín 
nucleótido situado en la cara interna de la membrana mitocondrial. Esta unión 
facilita la apertura del poro mitocondrial con la consiguiente salida de factores 
apoptóticos al citoplasma como son el citocromo C, el smac/DIABLO y el factor 
inductor de la apoptosis. Tras su salida, se produce la activación del factor 1 
activador de la proteasa apoptótica (APAF-1) y de las caspasas 3, 6, 7 y 9 
desencadenando finalmente la apoptosis per se, caracterizada por la fragmentación 
del ácido desoxirribonucleico (ADN), formación de vesículas de membrana, 










Esquema 7: Ruta intrínseca y extrínseca de la apoptosis.  
 
 
La PKC posee un importante papel regulador sobre el proceso apoptótico 
protagonizado por la isoforma PKCδ [200,203-209]. Tanto es así que la activación 
de la muerte celular programada causada por genotoxinas, estrés oxidativo, ésteres 
de forbol o ligandos de muerte va acompañada de una traslocación al núcleo de 
esta isoforma [203,210]. A nivel citosólico la PKCδ desencadena la apoptosis 
activando la p38 MAPK, inhibiendo a la Akt y disminuyendo los niveles del inhibidor 
de apoptosis unido a X. Una vez en el núcleo sufre dos fosforilaciones (Y64 e Y155) 
en el dominio regulador que facilitan la retención de la isoforma en este lugar [204], 
la cual se encarga de desencadenar el proceso apoptótico vía activación de la JNK 
[204]. La PKCδ es también sustrato de la caspasa-3, sin embargo esta relación 
puede estar en algunos casos invertida y que por tanto la caspasa-3 actúe como 
sustrato de la PKCδ dando lugar a la apoptosis en este caso en monocitos 
[209,211]. El papel proapoptótico de la PKCδ no es constante, sino que depende 
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del tipo celular y del estímulo apoptótico. Por esta razón es considerada una 
isoforma antiapoptótica en numerosos tipos de células cancerígenas, como las 
presentes en cáncer de páncreas, de hígado o en leucemia crónica [210,212,213]. 
Se ha descrito que la sobreexpresión de esta isoforma está asociada a la 
resistencia a fármacos utilizados en quimioterapia en cáncer de cérvix, a la 
resistencia al cisplatino en cáncer de pulmón [214-216] y que incrementa el 
potencial metastático de células de melanoma de ratón [217].   
 
En la función de la PKCδ, pro- o antiapoptótica, influyen diversos factores, 
como son la activación proteolítica de la enzima, la localización intracelular y el 
estado de otras señales intracelulares y proteínas diana. Esta propiedad de la 
PKCδ radica en su fragmento catalítico ya que puede desencadenar una 
estimulación o inhibición de la apoptosis, dependiendo del estímulo. Hay dos 
factores de transcripción que median también en este doble efecto de la PKCδ: p53 
y el factor NF-κB. El primero de ellos, p53, es un supresor tumoral sobre el que 
actúa la PKCδ dando lugar a un incremento de la apoptosis y supresión tumoral. 
Por el contrario, la PKCδ actúa también sobre el NF-κB, complejo proteico que 
regula la transcripción del ADN, facilitando la supervivencia celular y la 












2.6.5. PKC y cáncer. 
 
 
El papel de la PKC en el cáncer ha sido descrito desde hace varias décadas 
al comprobar que promotores tumorales como el éster de forbol PMA se unía al sitio 
de unión del DAG. A diferencia del DAG, la unión al PMA implica una activación 
más prolongada a la PKC y su consiguiente retrorregulación [218-220]. La 
expresión de la PKC en células cancerígenas difiere de la encontrada en células 
normales. De esta forma las isoformas de la PKC están sobreexpresadas y 
subexpresadas en numerosos tipos de cáncer, presentando una gran variación 
entre ellas. En el caso de la isoforma α, su subexpresión está presente en una 
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amplia variedad de tipos de cáncer, mientras que para las isoformas η e ι no se ha 
descrito subexpresión en ningún caso (tabla 8). 
 
 
Isoforma Sobreexpresión Subexpresión 
α 
Cáncer de vejiga, 
próstata, hígado, mama y 
endometrial. 
Cáncer de piel, riñón, 
ovarios, cerebro, mama, 
colon y hepatocelular. 
β 
Cáncer de colon, 
páncreas, próstata y 
linfoma. 
Melanoma, cáncer de colon, 
próstata y vejiga. 
δ 
Cáncer de colon, esófago, 
riñón, cerebro y 
hepatocelular. 
Cáncer de piel, colon y 
vejiga. 
ε 
Cáncer de vejiga, 
próstata, mama, cerebro y 
páncreas. 
Cáncer de tiroides y 
páncreas. 
η Cáncer de riñón. 
ι Cáncer de colon, pulmón, ovarios y páncreas. CML. 
 
 
Tabla 8: Expresión de la PKC en distintos tipos de cáncer [221-231]. 
 
 La regulación de la expresión de la PKC en los distintos tipos de cáncer no 
está directamente relacionada con la cantidad de ácido ribonucleico mensajero 
(ARNm), lo que indica que dicha regulación se produce una vez realizada la 
transcripción de la enzima [232,233]. Además, la actividad de la PKC en los 
procesos cancerígenos no está asociada a la presencia de mutaciones de esta 
proteína, de hecho rara vez se han encontrado mutaciones de genes que 
codificasen la PKC [234]. A diferencia de lo que cabría esperar del promotor tumoral 
PMA, se ha descrito que no se trata de un factor importante en el desarrollo de 
tumores en humanos. Sin embargo, la presencia de sustancias consideradas 
promotores tumorales como el catecol, presente en el tabaco, es capaz de provocar 
la activación de la PKC [235,236]. Ocurre lo mismo con el elevado consumo de 
lípidos, puesto que tienen la capacidad de aumentar la producción de ácidos 
biliares, lo que incrementa la cantidad de DAG producido por la flora bacteriana 
desencadenando finalmente la activación de la PKC [237].  
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 El papel que desempeña la PKC en la proliferación celular la convierte en 
una atractiva diana para el tratamiento de distintos tipos de cáncer. De esta forma 
los inhibidores de la PKC constituyen un grupo importante en la terapia frente a este 
tipo de patologías. Los oligonucleótidos, en su papel frente al cáncer y metástasis, 
han sido el primer grupo de inhibidores de la PKC que dieron lugar a dos patentes 
con este uso [238,239]. Dentro de este grupo destaca el compuesto denominado 
ISIS3521, específico frente a la isoforma PKCα [240,241]. Otro de los inhibidores de 
la PKC que presentan especificidad por ciertas isoformas es el indolocarbazol 
Gö6976, puesto que actúa frente a las isoformas clásicas PKCα y PKCβ [234,242].	  
Además, cabe destacar otra familia de compuestos como son los análogos de la 
estaurosporina y la briostatina-1. El primer grupo está integrado por la enzastaurina, 
midostaurina, 7-hidroxiestaurosporina, ruboxistaurina y sotrataurina. La 
enzastaurina es metabolizada por el citocromo 450 y su eficacia frente a pacientes 
con cáncer en estado avanzado es muy variable [243]. De hecho son muy pocos los 
estudios que demuestran una actividad antitumoral in vitro e in vivo significativa 
[244]. Sin embargo, se ha observado que actúa potenciando la actividad antitumoral 
in vitro de otros fármacos quimioterapéuticos, razón por la cual es frecuente la 
combinación de enzastaurina con otros compuestos como el bortezomib o la 
dexametasona [231]. Otro de sus análogos, la midostaurina, mencionado ya 
anteriormente debido a su actividad como inhibidor de tirosina quinasas, posee 
actividad frente a las isoformas clásicas de la PKC, al igual que el Gö6976 [234]. 
Otro grupo de inhibidores de la PKC es el de la lactona macrocíclica briostatina-1 
[231]. A diferencia de la enzastaurina, la briostatina-1 es un compuesto natural 
producido por la proteobacteria candidatus endobugula sertula con actividad frente 
a las isoformas clásicas y nuevas de la PKC [231]. Al igual que ocurre con el grupo 
de los análogos de la estaurosporina, la actividad de este compuesto por sí solo 
frente a diferentes tipos de cáncer es mínima, por lo que se encuentra formando 
parte de diversos protocolos de poliquimioterapia anticancerígena [245]. Ejemplos 
de esta combinación es el uso conjunto de la briostatina-1 con la vincristina en el 
tratamiento del linfoma no-Hodgkin o con la fludarabina en linfomas [246,247]. La 
actividad antitumoral de los inhibidores de la PKC radica en su papel como 
inhibidores del crecimiento de células cancerígenas, actuando como agentes anti-
invasores. Esta actividad tiene lugar bien a través de la estimulación de la vía 
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2.7. Aurora quinasa. 
 
 
 La familia de las aurora quinasas fue descubierta mientras se estudiaba la 
organización aberrante de los husos mitóticos en Drosophila melanogaster en el 
año 1995 [250]. Se trata de quinasas muy conservadas a lo largo de la evolución y 
pertenecientes a la familia de quinasas de serina/treonina que participan en la 
regulación de la fase mitótica del ciclo celular eucariótico [251,252]. Han sido 
descritos tres miembros dentro de esta familia: aurora quinasa A, B y C [253-255]. 
La estructura proteica está compuesta por un dominio amino-terminal y un dominio 
carboxilo-terminal, dando lugar a una secuencia de amioácidos compuesta por 309-
403 unidades [254]. Las isoformas A y B poseen una homología muy elevada en su 
región catalítica, lo que les confiere una cierta similitud en cuanto a sustratos e 
inhibidores, sin embargo poseen numerosas diferencias funcionales [256]. Las tres 
isoformas están localizadas en el núcleo donde participan en el proceso mitótico 
[251] y su sobreexpresión da lugar a la fosforilación de numerosas proteínas 
relacionas con el ciclo celular así como a la fosforilación aberrante de diversas 
dianas citoplasmáticas. Este hecho provoca una alteración cromosómica presente 
en numerosos tipos de cáncer [257].  
 
  La isoforma A, también denominada STK15, es esencial para un buen 
desarrollo de la mitosis. Se encuentra en el centrosoma y huso mitótico y tras su 
interacción con diversos sustratos entre los que se encuentran la proteína fosfatasa 
1 (PP1), la proteína p53, la proteína asociada a los microtúbulos TPX-2, la caderina 
1 y la proteína activadora de GTPasa RasGap, interviene en la maduración del 
centrosoma y en la citocinesis [258]. La sobreexpresión de esta isoforma contribuye 
a la aparición de una inestabilidad génica que da lugar a la formación anormal de 
los husos acromáticos y a la poliploidía. Esta sobreexpresión está relacionada con 
la aparición de tumores en mamas, ovarios, próstata, cérvix, colon, páncreas y 
pulmón [259-262]. En cuanto a la isoforma B, o STK12, posee un papel 
íntimamente relacionado con el proceso mitótico, al igual que la isoforma A [253]. 
Participa en la condensación y segregación de los cromosomas y en la citocinesis, 
formando un complejo junto con la proteína interna del centrómero (INCENP) [263]. 
El sustrato más importante de esta forma es la histona H3, componente estructural 
de la cromatina, aunque también lo son la INCENP y la survivina [253,264]. La 
sobreexpresión de la aurora quinasa B ha sido también descrita en diversos tipos 
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de tumores como: tiroideo, oral, carcinoma pulmonar de células grandes, mamario y 
de colon [254]. Por último, la aurora quinasa C o AIK3, se diferencia de las dos 
restantes en que su expresión se limita únicamente a células testiculares, 
participando en el proceso de meiosis de este tipo celular [253,256,265]. Sin 
embargo su función a nivel celular es muy similar a la de la aurora quinasa B, 
puesto que interacciona también con la proteína INCENP y participa en la 
segregación de cromosomas [256]. Dentro de sus sustratos conocidos se 
encuentran la INCENP y la aurora quinasa B [253] y su sobreexpresión ha sido 
detectada en cáncer de mama e hígado [254].  
 
 Debido a la relación con la aparición de varios tipos de cáncer se han 
realizado estudios con numerosos inhibidores (en torno a 30) de aurora quinasa en 
pacientes con diversos tipos de procesos tumorales. La acción principal de los 
inhibidores de las aurora quinasas es la de inhibir la proliferación celular mediante 
el bloqueo de la citocinesis y la fosforilación de la histona H3, induciendo finalmente 
apoptosis celular [258]. Los inhibidores de las aurora quinasas pueden ser 
específicos de una isoforma en concreto, como lo son el MLN8237 o el AZD1152 
para las isoformas A y B respectivamente o bien inhibir las tres isoformas. Además, 
es importante resaltar la ausencia de un inhibidor específico para la isoforma C 
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Inhibidores en ensayos clínicos 





PHA-739358 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos y CML 
CYC116 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos 
SNS-314 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos 
VX-680 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos 
AT9283 ✔ ✔  Tumores sólidos, CML y 
AML 
R763 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos 
PF-03814375 ✔ ✔  Tumores sólidos 
GSK1070916  ✔ ✔ Tumores sólidos 
AMG-900 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos 
MLN8237 ✔   Tumores sólidos y 
leucemias 
ENMD-2076 ✔   Tumores sólidos y 
mieloma múltiple 
MK-5108 ✔   Tumores sólidos 
AZD1152  ✔  Tumores sólidos y AML 
Inhibidores en ensayos preclínicos avanzados 
PHA-680632 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos y 
leucemias 
VE-465 ✔ ✔ ✔ Tumores sólidos  
JNJ-7706621 ✔ ✔  Tumores sólidos 
CCT129202 ✔ ✔  Tumores sólidos 
Inhibidores en ensayos preclínicos preliminares 
AKI-001 ✔ ✔  Tumores sólidos 
Hesperadin  ✔  nd 




 Tabla 9: Inhibidores de la aurora quinasa [251]. 
 
 
 De entre todos los inhibidores de aurora quinasa cabe destacar el 
compuesto CCT129202, ya que pertenece al grupo de los derivados de imidazol de 
más reciente aparición. El CCT129202 presenta una alta especificidad frente a la 
aurora quinasa, inhibiendo las auroras quinasas A, B y C. Sin embargo posee la 
capacidad de inhibir otras 13 quinasas entre las que se encuentran la PKC y el 
PDGFR [264]. Este compuesto se caracteriza por provocar la acumulación de 
material génico originando apoptosis celular [264]. Además, estudios realizados en 
células tumorales humanas demuestran que el CCT129202 disminuye el proceso 
mitótico [264].  
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 La mastocitosis es una enfermedad considerada rara que se diagnostica 
cada vez con mayor frecuencia debido a los avances en técnicas diagnósticas y a 
un mejor conocimiento de la misma. La línea de mastocitos humanos HMC-1, 
aislada de un paciente con mastocitosis, es una herramienta útil en el estudio de 
esta enfermedad. En esta línea celular se incluyen dos sublíneas que se diferencian 
en una mutación en el receptor c-kit, HMC-1560 y HMC-1560,816. El conocimiento de 
las señales de transducción implicadas en la activación de estas células es 
imprescindible para la obtención de nuevos tratamientos contra esta enfermedad. 
Por lo tanto, el objetivo de la presente tesis doctoral es estudiar las quinasas que 
modulan la respuesta y la supervivencia de estas células. En particular, el estudio 
se enfoca a las distintas isofomas de la PKC presentes en los dos modelos 
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4.1. Presentación. 
 
 En este apartado se muestran los resultados obtenidos en la presente tesis 
doctoral organizados en tres secciones con un total de seis artículos. Cada una de 
las secciones hace referencia a un bloque de resultados. De esta forma en la 
primera sección se incluye la puesta a punto de varias técnicas utilizadas para 
estudiar la activación, viabilidad celular y expresión proteica, así como el estudio 
comparativo de la expresión y traslocación de la PKC en las líneas celulares de 
mastocitos tumorales HMC-1560 y HMC-1560,816. La segunda sección se centra en 
el estudio de la relación de la PKC con la inhibición de tirosina quinasas en las 
células HMC-1560 y HMC-1560,816 y por último, la tercera sección incluye el estudio 
de la inhibición de la proteína aurora quinasa como mecanismo eficaz frente a la 
proliferación de la línea celular HMC-1560,816. A continuación se detallan cada una 
de las secciones:  
 
4.2. Sección I: Estudio de los efectos de la modulación de la PKC sobre 
diversas señales intracelulares esenciales para la activación de los 
mastocitos HMC-1560 y HMC-1560,816.  
 
 En esta sección se incluye la puesta a punto de varias técnicas de 
laboratorio empleadas en el estudio de la activación celular, de la viabilidad y de la 
expresión proteica. La yesotoxina (YTX) es un compuesto marino producido por 
dinoflagelados de los géneros Gonyaulax, Protoceratium y Lingulodinium con un 
gran potencial terapéutico como antiasmático y antialérgico [266,267]. Este 
compuesto modula distintas rutas de transducción en células inmunitarias y por lo 
tanto es una herramienta muy útil para poner a punto técnicas de investigación. 
Estas técnicas son necesarias para el estudio de los mecanismos moleculares 
relacionados con la activación de las células HMC-1560 y HMC-1560,816. Los 
mastocitos poseen un papel fundamental en el sistema inmunitario ya que son las 
células encargadas de liberar al medio extracelular los mediadores inflamatorios, 
función que comparten con otro tipo celular: los basófilos. Para que este proceso de 
liberación tenga lugar es necesaria la activación previa de la célula, en la que juega 
un papel esencial la proteína PKC, además del ión Ca2+, el cAMP y el pHi. La 
modulación del pHi y sus efectos en la activación mastocitaria han sido ampliamente 
estudiados en diversos trabajos científicos [181,268,269]. De esta forma, se ha 
descrito que la alcalinización del medio intracelular, añadiendo cloruro amónico a la 
célula, estimula la activación celular y la liberación de mediadores inflamatorios 
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como la histamina. La PKC está relacionada con este proceso de exocitosis, ya que 
la activación de esta proteína (mediante el tratamiento con PMA) provoca un 
incremento del pHi [185]. Por el contrario, la inhibición de la PKC causa un 
descenso de la liberación de histamina inducida por cloruro amónico [270]. El ión 
Ca2+ posee un papel fundamental en el proceso de exocitosis mastocitaria, ya que 
un aumento de los niveles citosólicos de Ca2+ provoca la activación de la célula y 
liberación de histamina. Este efecto pudo comprobarse con el ionóforo del Ca2+, 
ionomicina, y con la inhibidora de la ATPasa de Ca2+ del retículo endoplasmático, 
thapsigargina, ya que ambos compuestos provocan un aumento de Ca2+ citosólico y 
desencadenan la salida de histamina hacia el medio extracelular [186]. Al igual que 
ocurría en la exocitosis inducida por alcalinización, la PKC modula también la 
desgranulación estimulada por el Ca2+. De esta forma se ha descrito que la 
activación de la PKC aumenta la liberación de histamina inducida por thapsigargina 
[186]. Además, la PKC regula la salida de Ca2+ de los reservorios intracelulares así 
como la entrada de Ca2+ desde el exterior, por lo que la relación PKC-Ca2+ se 
considera esencial en el proceso de exocitosis mastocitaria [188-191]. En lo que se 
refiere a los mastocitos HMC-1, estudios anteriores han descrito que la activación 
de la PKC aumenta la liberación de histamina inducida por cloruro amónico en 
ambas líneas celulares HMC-1560 y HMC-1560,816. Sin embargo, a diferencia de los 
mastocitos no tumorales, en células HMC-1 la inhibición de la PKC no afecta 
negativamente a la liberación de histamina [194]. Además, se ha comprobado que 
la activación de la PKC provoca un aumento de la liberación de histamina inducida 
por ionomicina en células HMC-1560. A fin de obtener un estudio comparativo entre 
las dos líneas celulares, en el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la 
modulación de la PKC sobre HMC-1560 y HMC-1560,816.  
 
 A esta sección corresponden las publicaciones:  
 
 
I.1. Role of yessotoxin in calcium and cAMP-crosstalks in primary and K-562 human 
lymphocytes: The effect is mediated by anchor kinase A mitocondrial proteins.  
 
I.2. C-kit mutations and PKC crosstalks: PKC translocates to the nucleous only in 
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I.1. Papel de la yesotoxina en la interacción del calcio y AMPc en linfocitos 
primarios y K-562: el efecto de la yesotoxina está mediado por las proteínas 




 La YTX es una toxina marina poliéter descrita como activadora de las 
fosfodiesterasas, proteínas encargadas de la hidrólisis del AMPc, en linfocitos 
primarios humanos [271]. El efecto de la YTX sobre los niveles de AMPc citosólicos 
es dependiente de Ca2+, de tal forma que disminuye la liberación de AMPc en 
condiciones normales, mientras que posee el efecto contrario en un medio sin Ca2+ 
[271]. En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la YTX sobre linfocitos 
normales y sobre la línea celular de linfocitos tumorales K-562. Sorprendentemente, 
los resultados obtenidos en la línea celular K-562 difieren completamente con los 
descritos en linfocitos normales, ya que la YTX provoca un incremento de los 
niveles de AMPc. Por otro lado también se ha realizado el estudio del efecto de la 
YTX sobre la viabilidad celular de linfocitos normales y tumorales. Los resultados en 
ambos modelos celulares son diferentes, ya que la YTX no posee efecto citotóxico 
sobre linfocitos primarios, mientras que tiene la capacidad de producir muerte 
celular en linfocitos K-562. Además, en el presente trabajo se observa que la YTX 
induce el vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+ acompañado de la 
entrada de Ca2+ desde el medio extracelular en células K-562, efecto contrario al 
observado en linfocitos normales [272]. El vaciamiento de los reservorios 
intracelulares de Ca2+ causado por la YTX está inhibido por el análogo del AMPc, 
dibutiril cAMP, por el rolipram, inhibidor de la fosfodiesterasa-4, así como por el 
inhibidor de la proteína quinasa A, H89, y por la carbonil-cianida-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), compuesto que desacopla la fosforilación 
oxidativa mitocondrial. Sin embargo, la entrada de Ca2+ procedente del medio 
extracelular tan solo es inhibida por el FCCP. Este hecho evidencia una clara 
relación entre el mecanismo de acción de la YTX y la mitocondria, confirmada tras 
el estudio de los niveles de la AKAP149, proteína encargada de vehiculizar la PKA 
y las fosfodiesterasas hacia la mitocondria. Una vez más efecto de la YTX sobre la 
AKAP149 en linfocitos normales y tumorales es diferente. Por un lado, en linfocitos 
normales, la YTX aumenta los niveles de AKAP149, que acompañado de un 
descenso de los niveles de AMPc y por lo tanto de la activación de las 
fosfodiesterasas conduce a la supervivencia celular. Sin embargo, en linfocitos 
tumorales, se produce un descenso de los niveles de AKAP149 tras la adición de 
Publicaciones 
	   71 
YTX, lo que junto con un aumento de los niveles de AMPc conduce a la muerte 
celular. Este estudio muestra por tanto por vez primera que el mecanismo de acción 
de la YTX está relacionado con la mitocondria y que difiere significativamente entre 
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I.2. Interacción entre las mutaciones del c-kit y la PKC: la PKC se trasloca al 




 En este trabajo se comprueba que la activación de la PKC, durante un 
periodo de 10 minutos, modula de manera diferente la activación inducida por 
ionomicina en las dos líneas celulares: HMC-1560 y HMC-1560,816. Por un lado, en 
células HMC-1560, la activación de la PKC potencia la liberación de histamina 
inducida por el ionóforo de Ca2+, mientras que en células HMC-1560,816 el tratamiento 
con PMA inhibe esta liberación de histamina. Además, se ha comprobado que en 
presencia de Ca2+ en el medio la activación de la PKC estimula la entrada de Ca2+ 
desde el exterior inducida por ionomicina en ambas líneas celulares. Sin embargo, 
este efecto se observa tan solo cuando empleamos la concentración más baja de 
ionomicina (0.1 µM) en el caso de las células HMC-1560, mientras que en células 
HMC-1560,816 el efecto se produce tras la incubación con las tres concentraciones de 
iónoforo empleadas (0.1, 1 y 10 µM). Cuando las células son incubadas en un 
medio sin Ca2+, la activación de la PKC provoca una disminución del vaciamiento de 
los reservorios intracelulares de Ca2+ en células HMC-1560,816, pero no en HMC-1560. 
Además, la activación de la PKC en un medio sin Ca2+ provoca la traslocación de la 
proteína al núcleo en HMC-1560,816 mientras que en un medio con Ca2+ dicha 
traslocación no tiene lugar. Por otro lado, en células HMC-1560, la activación de la 
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4.3. Sección II: Estudio del efecto de la PKC sobre la inhibición de las enzimas 
tirosina quinasas en las líneas celulares HMC-1560 y HMC-1560,816.  
 
 El grupo de las tirosina quinasas posee un papel fundamental en la 
señalización intracelular ya que incluye tanto receptores como proteínas iniciadoras 
de la cascada de activación mastocitaria, entre los que destacan el c-kit, el PDGFR, 
el Bcr-Abl y la Src [130]. La importancia de este grupo no se limita únicamente a su 
papel como iniciadores de la activación mastocitaria sino que algunos de ellos como 
el c-kit posee una función esencial en el desarrollo de la mastocitosis sistémica. De 
esta forma los pacientes con mastocitosis sistémica se caracterizan por presentar 
una o más mutaciones en el c-kit, provocando una activación permanente del 
mismo y la proliferación de la célula de manera SCF-independiente. Por esta razón 
el c-kit es considerado como una importante herramienta en el tratamiento de esta 
enfermedad [111,273-277]. La CML es una patología muy frecuente en pacientes 
con mastocitosis sistémica siendo la diana para el tratamiento de la misma el 
protoncogén Bcr-Abl, ya que el 95% de los pacientes son positivos al mismo [132]. 
Tanto el c-kit como el protoncogén Bcr-Abl son inhibidos por el grupo de inhibidores 
de las tirosina quinasas. Este conjunto de fármacos, en el que se incluyen el STI571 
(imatinib mesilato) y una segunda generación formada por dasatinib, nilotinib y 
midostaurina, se ha convertido en el más empleado en el tratamiento de las 
mastocitosis sistémicas [128,132,148]. Su eficacia ha sido estudiada en la línea 
celular HMC-1 y se ha comprobado que el compuesto STI571 provoca muerte por 
apoptosis en la línea celular HMC-1560, mientras que no es efectivo en células HMC-
1560,816. Debido al amplio número de pacientes resistentes a este fármaco se 
procedió al uso de una segunda generación de compuestos efectivos contra las 
células HMC-1560,816. Sin embargo, se desconoce el papel que juega la PKC, 
proteína esencial en el proceso de apoptosis celular, en la actividad de este grupo 
de fármacos en la línea celular HMC-1. Por esta razón se ha procedido al estudio 
del efecto modulador de la PKC sobre el mecanismo de acción de los inhibidores de 
tirosina quinasas en ambas líneas celulares: HMC-1560 y HMC-1560,816.  
 
 A esta sección pertenecen tres publicaciones:  
 
 
II.1. PKCδ translocation mediates in HMC-1560 apoptosis induced by STI571. 
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II.2. Apoptotic cell death induced by the tyrosine kinase inhibitor dasatinib is PKCδ-
dependent in HMC-1 cell lines. 
 




II.1. La traslocación de la PKCδ  regula la apoptosis inducida por STI571 en la 





 La isoforma PKCδ posee un papel fundamental en la muerte de la línea 
celular HMC-1560 mediada por STI571, ya que tras la incubación con este fármaco 
se produce su traslocación al núcleo a través del citoesqueleto de actina. Además, 
la PKCδ es imprescindible para que el efecto apoptótico del STI571 sobre las 
células HMC-1560 tenga lugar, ya que la silenciación de esta isoforma bloquea el 
efecto del fármaco de tal forma que su efecto es tres veces menor. Por otro lado, el 
proceso apoptótico mediado por el STI571 predomina sobre el efecto de la 
activación de la PKC en células HMC-1560. En este estudio se observa que el 
STI571 ejerce una modulación diferente de las PKC clásicas en las líneas celulares 
HMC-1560 y HMC-1560,816, ya que en el caso de las células HMC-1560 el STI571 tan 
solo tiene efecto sobre las PKC clásicas cuando el citoesqueleto de actina está 
alterado. Por su lado, en la línea celular HMC-1560,816, la inhibición del c-kit aumenta 
los niveles citosólicos de las isoformas clásicas de la PKC. Además, la activación 
de la PKC no modifica los niveles citosólicos de PKC clásicas y PKCδ en células 
HMC-1560, sin embargo en células HMC-1560,816 la expresión de ambas está 
disminuída. Por un lado las PKC clásicas se traslocan a la membrana, migración 
inhibida por el STI571, mientras que la expresión de la PKCδ se ve disminuída no 
solo en el citosol sino también en la membrana plasmática y en el núcleo. Además, 
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II.2. La muerte apoptótica inducida por el inhibidor de tirosina quinasas 






 En este trabajo se estudia la citotoxicidad de varios inhibidores de tirosina 
quinasas como el dasatinib, nilotinib, midostaurina y el análogo de nucleósido 
cladribina. Los resultados nos indican que el fármaco con mayor poder citotóxico 
frente a células HMC-1560 es el nilotinib, seguido del dasatinib y la midostaurina. En 
el caso de la línea celular HMC-1560,816 el compuesto que induce una mayor 
citotoxicidad es la midostaurina, mientras que el dasatinib y el nilotinib ocupan el 
segundo y tercer lugar. Es importante destacar que la cladribina tan solo tiene 
efecto citotóxico en células HMC-1560,816, con ausencia de efecto sobre la línea 
celular HMC-1560. Teniendo en cuenta las dos líneas celulares el dasatinib ha 
resultado ser el fármaco más potente, por lo que es seleccionado para realizar un 
estudio comparativo entre las dos líneas celulares del posible efecto modulador de 
la PKC sobre el mecanismo de acción de los inhibidores de tirosina quinasas. Los 
resultados obtenidos en este trabajo nos muestran que el dasatinib estimula la 
liberación espontánea de histamina en ambas líneas celulares, al igual que la 
activación de la PKC. Este efecto se mantiene tras la modulación de ambas rutas: 
PKC y tirosina quinasas. Además el dasatinib inhibe claramente la expresión de las 
isofomas clásicas de la PKC y de la PKCδ en células HMC-1560. Sin embargo en 
células HMC-1560,816, el dasatinib provoca la traslocación de las isoformas clásicas a 
la membrana y la de la PKCδ al núcleo. Finalmente se ha comprobado que la 
isoforma PKCδ es imprescindible para que el dasatinib posea efecto apotótico en 
ambas líneas celulares, ya que la silenciación de esta proteína implica la pérdida de 
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II.3. La PKC potencia el efecto citotóxico de los inhibidores de tirosina quinasas 





 En el tratamiento de la mastocitosis se emplean varios grupos de fármacos 
entre los que se encuentran los inhibidores de tirosina quinasas STI571 y dasatinib. 
Además de las tirosina quinasas se han considerado otras proteínas diana, como es 
el caso de la PKC, en el tratamiento de esta enfermedad. En este estudio se describe 
el efecto ejercido por la activación prolongada de la PKC sobre la apoptosis inducida 
por STI571 en la línea de mastocitos tumorales HMC-1560 y por el dasatinib en ambas 
líneas celulares HMC-1: HMC-1560 y HMC-1560,816. En primer lugar se observa que la 
activación de la PKC causa muerte celular por apoptosis dependiente de la isoforma 
PKCδ en ambas líneas celulares HMC-1. Además, el tratamiento combinado de 
STI571 y PMA incrementa el efecto citotóxico del inhibidor de tirosina quinasas sobre 
las células HMC-1560, resultando en un aumento de la población necrótica. Este 
efecto también es observado después del tratamiento con dasatinib y PMA en células 
HMC-1560,816, pero no en células HMC-1560. Con el objetivo de aclarar este efecto se 
estudió la posible implicación de la isoforma PKCδ, ampliamente relacionada con el 
proceso de apoptosis celular. Los resultados obtenidos indican que este efecto 
potenciador del PMA sobre las citotoxicidades de STI571 y dasatinib desaparece tras 
la silenciación de esta isoforma. Por lo tanto puede concluirse que la PKCδ es 
esencial para el tratamiento de pacientes con mastocitosis ya que el efecto citotóxico 
observado tras el tratamiento de los inhibidores de tirosina quinasa y PMA es 
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4.4. Sección III: Estudio de la inhibición de la aurora quinasa por el 
CCT129202 en la línea celular HMC-1560,816.  
 
 La aurora quinasa es una proteína que posee tres isoformas: A, B y C, 
relacionadas con una serie de eventos que tienen lugar durante la mitosis celular 
como son la alineación y segregación cromosómica, la maduración del centrosoma, 
la formación de los husos mitóticos y la citocinesis. Se encuentra sobreexpresada 
en numerosos tipos de cáncer y se ha demostrado que su inhibición provoca la 
muerte celular en varias líneas tumorales [278,279]. De esta forma se considera 
una proteína diana en el tratamiento antitumoral convirtiéndose en objeto de 
numerosos estudios relacionados con la obtención de fármacos anticancerígenos 
[280]. El inhibidor de la aurora quinasa CCT129202 pertenece al grupo más 
importante de inhibidores de esta proteína: los derivados de imidazol [264]. Este 
compuesto presenta una alta especificidad frente a la aurora quinasa y se ha 
comprobado que provoca apoptosis en varios tipos celulares tumorales, entre ellos 
en la línea HCT116 de cáncer de colon humano y en varios tipos celulares de 
carcinoma incluyendo el mamario y el oral [264,281]. Sin embargo, no se ha 
determinado el efecto del CCT129202 en la línea celular HMC-1560,816, presente en 
el 80% de los pacientes con mastocitosis sistémica [122]. Por esta razón se ha 
procedido al estudio del efecto de la inhibición de la aurora quinasa, a través del 
CCT129202, en la línea celular HMC-1560,816.  
  
 A esta sección corresponde la siguiente publicación: 
 
III.1. Protein kinase C modulates aurora-kinase inhibition induced by CCT129202 in 
HMC-1560,816 cell line.  
 
 
III.1. La proteína quinasa C modula la inhibición de la aurora quinasa inducida 




 En este estudio se comprueba que el compuesto CCT129202 estimula la 
apoptosis en la línea celular HMC-1560,816 tras un periodo de incubación de 48 horas. 
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Los resultados obtenidos nos indican que el mecanismo de acción de este inhibidor 
tiene lugar a través de las caspasas, enzimas esenciales en la señalización del 
proceso apoptótico. De este modo, se observa que el CCT129202 aumenta la 
actividad de las caspasas 8 y 3. Además, la PKC regula la actividad de este 
fármaco, de tal forma que la inhibición de esta proteína implica la anulación del 
efecto apoptótico mediado por CCT129202. En primer lugar se observa que la 
inhibición de las isoformas clásicas de la PKC anula el efecto del CCT129202 sobre 
la actividad de la caspasa-8, sin embargo no altera el efecto del mismo sobre la 
actividad de la caspasa-3. Por otro lado, al inhibir las isoformas nuevas de la PKC 
se anula el efecto estimulador del CCT129202 sobre la caspasa-3 pero no sobre la 
8. Además, la dependencia del inhibidor CCT129202 por la PKC se corrobora tras 
silenciar esta proteína. De tal forma que la ausencia de expresión de la PKC anula 
el efecto estimulador del CCT129202 sobre la actividad de la caspasa-3. 
Finalmente, se describe que el CCT129202 no modifica la expresión citosólica de 
las isoformas clásicas ni tampoco de la PKCδ, ampliamente relacionada con el 
proceso de apoptosis celular, pero sí provoca la retención en la fase mitótica de una 
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La PKC posee un papel fundamental en la exocitosis de mastocitos de tal 
forma que su activación es indispensable para que esta tenga lugar [33]. Los 
resultados obtenidos en la presente tesis doctoral ponen de manifiesto el papel 
fundamental de la PKC sobre la desgranulación en la línea celular HMC-1, al igual 
que se había descrito en mastocitos normales. En células HMC-1, la activación de 
la PKC estimula la liberación espontánea de histamina en las líneas celulares HMC-
1560 y HMC-1560,816. La activación de esta proteína también incrementa la exocitosis 
inducida por alcalinización intracelular en mastocitos normales y en ambas líneas 
celulares HMC-1 [194,282]. Por otro lado, la inhibición de la PKC bloquea la 
exocitosis en mastocitos nomales, mientras que en la línea celular HMC-1560 no se 
observa tal efecto [195,196]. La PKC no solo regula la liberación espontánea de 
histamina y la inducida por alcalinización, sino también la liberación por fármacos 
básicos como el compuesto 48/80, siendo este un efecto dependiente de Ca2+ [187], 
lo que indica que probablemente las isoformas de PKC responsables de este efecto 
sean las clásicas. En el presente trabajo se ha comprobado que la PKC posee un 
papel esencial en la liberación de histamina inducida por ionomicina en las líneas 
celulares HMC-1. Por un lado la PKC estimula la liberación de histamina inducida 
por ionomicina en células HMC-1560, al igual que ocurre en mastocitos no tumorales 
[283]. Sin embargo, en células HMC-1560,816, la activación de la PKC bloquea esta 
liberación de histamina. Por lo tanto se puede afirmar que la PKC actúa regulando 
negativamente la liberación de histamina inducida por ionomicina en esta línea 
celular, al contrario de lo que ocurre en la línea celular HMC-1560. Además, cabe 
destacar que tanto en las células HMC-1560 como en HMC-1560,816 este efecto 
modulador de la PKC sobre la liberación de histamina está mediado 
fundamentalmente por las isoformas de PKC clásicas y nuevas, exceptuando la 
PKCδ, ya que el tratamiento con roterelina, inhibidor específico de esta isoforma, no 
modifica el efecto producido por la activación de la PKC. Además, la regulación 
negativa ejercida por la PKC en la línea celular HMC-1560,816 podría estar 
relacionada con la inhibición del vaciado de reservorios intracelulares de Ca2+ 
observada en estas condiciones. Se trata por tanto de un nuevo ejemplo de 
retrocontrol de la PKC sobre los niveles citosólicos de Ca2+ descrito con anterioridad 
[187,284]. Este efecto sobre el vaciado de reservorios de Ca2+ indica que la PKC no 
solo modula la liberación de histamina inducida por ionomicina sino que posee 
además la capacidad de regular los niveles citosólicos de Ca2+. En células HMC-
1560,816, la activación de la PKC provoca un aumento de la entrada de Ca2+ desde el 
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medio extracelular inducido por ionomicina tanto a concentraciones bajas (0.1 µM) 
como altas (10 µM) del iónóforo. Sin embargo, en células HMC-1560, este efecto 
solo se observa con la concentración más baja de ionomicina, lo que podría indicar 
que en esta línea celular se produce una saturación de Ca2+ citosólico, que evitaría 
la entrada de Ca2+ desde el exterior.  
 
La localización de la PKC una vez activada difiere claramente entre las dos 
líneas celulares en un medio sin Ca2+, puesto que su traslocación al núcleo se 
produce tan solo en células HMC-1560,816 y no en HMC-1560. Esta traslocación 
nuclear presente en HMC-1560,816 podría estar relacionada con la modulación 
negativa sobre la liberación de histamina previamente descrita sobre esta línea 
celular, ya que ambos efectos tienen lugar en un medio sin Ca2+. Por otro lado, 
cuando hay Ca2+ en el medio, la PKC migra desde citosol hacia la membrana 
plasmática en HMC-1560,816, localización habitual de la proteína tras su activación 
[208,285]. Esta migración a la membrana plasmática está relacionada con la 
actividad del receptor c-kit, ya que la inhibición del mismo causa un bloqueo de la 
traslocación. Por el contrario en células HMC-1560 no se observa la traslocación de 
esta proteína en ninguna ocasión, incluso tras la estimulación con PMA durante 48 
horas. Además, la ionomicina inhibe la expresión de la PKC en células HMC-1560,816, 
mientras que no tiene ningún efecto en HMC-1560. La ausencia de efecto de ambos 
compuestos, PMA e ionomicina, sobre la línea celular HMC-1560 indica que no 
ejercen ningún tipo de regulación sobre la expresión de esta proteína en estas 
condiciones.  
 
Las técnicas de determinación de los niveles citosólicos de Ca2+ y de 
expresión proteica fueron puestas a punto con el compuesto YTX. Observándose 
un aumento del vaciamiento de los reservorios intracelulares de Ca2+ inducidos por 
el fármaco y una posterior entrada capacitativa de Ca2+ del medio extracelular. Esta 
entrada de Ca2+ puede ser regulada modulando el potencial de membrana 
mitocondrial y la expresión de proteínas quinasas citosólicas. 
 
La activación de la PKC durante un largo periodo de incubación provoca una 
retro-regulación de la isoforma PKCδ en células HMC-1560,816, sin embargo este 
efecto no se observa en HMC-1560, demostrando una diferencia clara en la 
regulación de esta proteína entre ambas líneas celulares. Este efecto de retro-
regulación de la PKC se ha descrito con anterioridad en la línea de basófilos de rata 
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RBL-2H3, sin aclarar qué isoforma/s presenta/n esta regulación [286]. La inhibición 
del c-kit causa el bloqueo de esta retro-regulación en el citosol y en el núcleo pero 
no en la membrana plasmática, lo que parece indicar la existencia de una conexión 
reguladora entre el c-kit y la PKC en el espacio intracelular, sin afectar a la 
membrana. Otro de los efectos de la activación prolongada de la PKC es la muerte 
celular por apoptosis en las líneas celulares HMC-1560 y HMC-1560,816. El efecto de 
los ésteres de forbol sobre la muerte celular es controvertido, ya que en algunas 
ocasiones se ha descrito un efecto citoprotector [287-291], mientras que en otras, 
como ocurre en la línea celular HMC-1 posee un claro efecto citotóxico [292,293]. 
Además, cabe destacar que la apoptosis inducida por una exposición prolongada al 
PMA es dependiente de la isoforma PKCδ. La relación de esta isoforma con el 
proceso de apoptosis celular ha sido ampliamente descrita [203,209,292-294], 
mientras que otros estudios destacan el papel de esta isoforma como estimuladora 
del crecimiento celular [295,296], lo que indica que la actividad de la PKCδ varía 
según el tipo celular. Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral 
demuestran que la relación de esta isoforma con la apoptosis celular provocada por 
su activación prolongada es clara ya que la silenciación de la PKCδ provoca la 
desaparición de este efecto apoptótico en la línea celular HMC-1. 
 
Los inhibidores de tirosina quinasas se han convertido en el principal grupo 
de fármacos en el tratamiento de la mastocitosis. En este estudio se ha 
comprobado que la PKC, además de modular el proceso de activación de las líneas 
celulares HMC-1560 y HMC-1560,816, juega un papel fundamental en el mecanismo de 
acción de este tipo de fármacos. En concreto, se ha observado que la isoforma 
PKCδ, al igual que ocurría en la apoptosis mediada por una exposición prolongada 
al PMA, tiene un papel importante en la muerte apoptótica inducida por el inhibidor 
de tirosina quinasas STI571. De esta forma la presencia de la PKCδ en la célula y 
su traslocación al núcleo es requisito imprescindible para que el efecto apoptótico 
del STI571 tenga lugar en células HMC-1560. Esta traslocación al núcleo de la 
PKCδ, relacionada con el efecto pro-apoptótico de esta isoforma, se ha descrito 
anteriormente [203,204,206,209]. Además, nuestros resultados demuestran que el 
traslado de la isoforma desde el citosol al núcleo tiene lugar a través de 
citoesqueleto de actina, ya que la presencia de un citoesqueleto de actina 
desintegrado bloquea esta traslocación. Cabe destacar que en células de 
adenocarcinoma de colon el tratamiento con STI571 causa una inestabilidad en los 
filamentos de actina [297]. Este efecto no ha sido estudiado en la línea celular 
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HMC-1, sin embargo en el caso de que ocurra algo semejante esta alteración no es 
lo suficientemente grave como para evitar la traslocación de la PKCδ. Además, el 
efecto apoptótico del STI571 persiste aún cuando la PKC está activada en la línea 
celular HMC-1560, lo que indica el efecto predominante de esta ruta. Por lo tanto, los 
resultados obtenidos en este trabajo nos permiten definir a la proteína PKCδ como 
imprescindible en el mecanismo de acción del fármaco STI571, en el cual se 
encuentran involucradas otras proteínas como la caspasa-3, las MAPKs y la PARP 
[298,299]. Después de comprobar que tanto el STI571 como la activación 
prolongada de la PKC provocan muerte celular por apoptosis en la línea celular 
HMC-1560 se estudió el efecto combinado de ambos. Los resultados obtenidos 
revelan un efecto no descrito hasta ahora ya que indican que la activación de la 
PKC potencia el efecto citotóxico del STI571 produciendo un aumento del 
porcentaje de células que mueren por necrosis y disminuyendo el número de 
células apoptóticas. El efecto potenciador observado tras la modulación de las 
tirosina quinasas y PKC es muy importante ya que no se han descrito efectos 
sumatorios entre los inhibidores de tirosina quinasa en la línea celular HMC-1560 
[140].  
 
El STI571, aunque no provoca la muerte en la línea celular HMC-1560,816 sí 
modifica los niveles citosólicos de la PKC además de bloquear, tal y como se ha 
descrito anteriormente, la traslocación de las isoformas clásicas a la membrana tras 
su activación. En concreto, la inhibición de c-kit está relacionada con los niveles de 
PKC clásicas. Esta relación entre las isoformas de PKC dependientes de Ca2+ y el 
STI571 ha sido descrita en un estudio anterior realizado en células T98G [129]. 
Además de afectar a los niveles citosólicos de PKC se ha comprobado que el 
STI571 actúa inhibiendo la liberación espontánea de histamina en células HMC-
1560,816 [282], por lo que ambos efectos podrían estar relacionados. En la línea 
celular HMC-1560 el hecho de que el STI571 solo tenga efecto sobre las isoformas 
clásicas de la PKC cuando el citoesqueleto de actina presenta alteraciones implica 
que estas isoformas son menos sensibles al STI571 que en células HMC-1560,816, 
sin embargo, en lo que se refiere a efecto citotóxico, la respuesta observada es 
opuesta, ya que la línea celular HMC-1560 es mucho más sensible al fármaco. Esto 
indica que el mecanismo de acción del STI571 en ambas líneas celulares es 
diferente, de ahí las diferencias obtenidas tanto en el efecto final como en la 
modulación ejercida sobre los niveles celulares de PKC.  
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 Los inhibidores de tirosina quinasas se caracterizan por bloquear la 
fosforilación de la proteína al unirse al sitio de anclaje de ATP, anulando  así la 
cascada de señales de transducción de las células tumorales [148]. En la presente 
tesis doctoral se ha estudiado el efecto de tres compuestos con actividad citotóxica 
frente a las líneas celulares HMC-1560 y HMC-1560,816, el dasatinib, el nilotinib y la 
midostaurina. De todos ellos, el dasatinib ha resultado ser el más potente teniendo 
en cuenta los resultados obtenidos en las dos líneas celulares. El dasatinib provoca 
apoptosis en ambas líneas celulares. Sin embargo, a diferencia de lo observado 
con el STI571, la activación de la PKC potencia el efecto citotóxico del dasatinib tan 
solo en células HMC-1560,816 y no en HMC-1560. A pesar de esta diferencia, el 
mecanismo de potenciación parece ser semejante en ambos casos, ya que tiene 
como resultado un aumento de la población necrótica que coincide además con la 
traslocación al núcleo de la isofoma PKCδ en ambos tratamientos, con STI571 y 
dasatinib. Además, se observa que el dasatinib estimula la liberación espontánea 
de histamina en ambas líneas celulares. Se trata de un efecto sorprendente ya que 
hasta el momento se había descrito que los inhibidores de tirosina quinasas, como 
es el caso del STI571, nilotinib y la midostaurina, no modifican y en algunos casos 
reducen la liberación espontánea de histamina [282,300,301]. El efecto del 
dasatinib sobre la liberación espontánea de histamina puede estar relacionado con 
su proteína diana Lyn, ya que en células HMC-1 esta se encuentra 
permanentemente activada [200]. Este efecto del dasatinib se ha observado 
también en basófilos [302,303], con mayor presencia en pacientes con edema y 
otras reacciones cutáneas [302]. La actividad del dasatinib puede justificar la 
aparición de reacciones cutáneas, consideradas uno de los principales efectos 
secundarios descrito para este grupo de fármacos [148,302].  
 
 A pesar de que el dasatinib provoca la muerte por apoptosis tanto en HMC-
1560 como en HMC-1560,816, el compuesto no posee exactamente el mismo 
mecanismo de acción en las dos líneas celulares. Al igual que el STI571, el 
dasatinib afecta a la expresión de la PKCδ. Por un lado la isoforma PKCδ se 
trasloca hacia el núcleo en respuesta al estímulo apoptótico en células HMC-1560,816. 
Esta traslocación ha sido descrita con anterioridad produciéndose la muerte celular 
tras la interacción de la isoforma PKCδ con varios mediadores apoptóticos 
nucleares [203,210,294]. En el caso del dasatinib, y también del STI571, la 
traslocación nuclear de la PKCδ es imprescindible para que el efecto apoptótico 
tenga lugar. Es por tanto esencial tener en cuenta que la inhibición de esta 
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isoforma, bien provocada por fármacos inhibidores de PKC empleados en el 
tratamiento de tumores o por una causa indirecta, va a reducir notablemente el éxito 
del tratamiento de las mastocitosis, por lo que es necesario considerar esta posible 
interacción. De este modo, al conocer mejor las rutas intracelulares moduladas por 
estos fármacos se pueden evitar combinaciones inadecuadas con otros 
compuestos y lograr una mayor eficacia en el tratamiento de esta enfermedad. La 
regulación que posee el dasatinib sobre la PKCδ en la línea celular HMC-1560 es 
completamente distinta a la presente en HMC-1560,816. En células HMC-1560 los 
niveles de PKCδ disminuyen en el citosol y en núcleo pero no en la membrana 
plasmática, lo que parece indicar que se está produciendo una retro-regulación de 
la misma [159,170]. En estudios anteriores se ha descrito que la asociación de la 
PKC a la membrana es un requisito fundamental para que tenga lugar la retro-
regulación, de ahí que se considere esta posibilidad. Este modelo de regulación 
ejercido por el dasatinib difiere del provocado por la activación prolongada de la 
PKC descrito anteriormente en células HMC-1560,816,  ya que en este caso también 
se observa un descenso de los niveles de PKCδ en la membrana plasmática. Esto 
pone de manifiesto que la retro-regulación de la PKCδ tiene lugar de forma distinta 
dependiendo de la línea celular y del estímulo. El dasatinib no solo afecta de 
manera diferente a la PKCδ en ambas líneas celulares, sino también a las 
isoformas clásicas de la PKC. Por un lado, en células HMC-1560, el fármaco provoca 
una potente inhibición de los niveles de estas isoformas, mientras que en células 
HMC-1560,816 el dasatinib estimula la traslocación de las mismas hacia la membrana 
plasmática. Por lo tanto, puede afirmarse que el dasatinib tiene un potente efecto 
inhibitorio sobre las isoformas clásicas en células HMC-1560, mientras que se 
considera activador en la línea celular HMC-1560,816, ya que la traslocación a la 
membrana se describe como un paso previo a la activación de la PKC 
[161,162,304,305]. 
 
El estudio de la inhibición de la aurora quinasa realizado en esta memoria de 
tesis es muy importante ya que pone de manifiesto por primera vez la estrecha 
relación entre la PKC y la aurora quinasa. El inhibidor de la aurora quinasa 
CCT129202 tiene la capacidad de provocar apoptosis en la línea celular HMC-
1560,816 mediante la activación de dos de las proteínas relacionadas con la cascada 
apoptótica, la caspasa 8 y la 3. La interacción de este fármaco con la PKC se 
observa después de que desaparezca el efecto apoptótico del CCT129202 al 
silenciar la PKC, lo que indica que el mecanismo de acción de este compuesto se 
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produce a través de esta proteína. Además, tanto las isoformas clásicas como las 
nuevas tienen la capacidad de regular la actividad del compuesto CCT129202. De 
esta manera las isoformas clásicas son imprescindibles para que el efecto 
apoptótico del CCT129202 tenga lugar a través de la activación de la caspasa-8, ya 
que cuando estas isoformas están inhibidas el fármaco no posee la capacidad de 
activar esta proteína apoptótica. Por otro lado, el efecto estimulador del CCT129202 
sobre la caspasa-3 no está regulado por las isofomas de PKC clásicas, sino por las 
nuevas. De tal forma que la inhibición de estas isoformas bloquea el efecto del 
CCT129202 sobre la caspasa-3. Sin embargo, aunque la ruta de la caspasa 8 ó 3 
esté bloqueada por la inhibición de las PKC clásicas o nuevas respectivamente, el 
CCT129202 causa igualmente mortalidad celular, al ser capaz de redirigir su efecto 
a través de la ruta no inhibida. Por lo tanto, al estar inhibida la caspasa-8, la 
apoptosis puede tener lugar a través de la vía intrínseca de la misma, en la cual se 
produce la liberación del citocromo c mitocondrial encargado de activar el APAF-1 y 
este a su vez estimular a la caspasa-3. Mientras que si está inhibida la ruta de la 
caspasa-3, el proceso apoptótico puede tener lugar a través de las caspasas 6 ó 7, 
sustratos de la caspasa-8 al igual que la 3. Los resultados obtenidos en este 
estudio nos han permitido clarificar el mecanismo de acción del fármaco 
CCT129202 y la función esencial que posee la PKC en el mismo. Además, pone de 
manifiesto la necesidad de controlar la modulación de la PKC durante el tratamiento 
con CCT129202, con el fin de evitar la anulación del efecto antitumoral que posee 
este compuesto. Por lo tanto, la inhibición de la ruta de la aurora quinasa, además 
de su eficacia ya contrastada en el tratamiento de tumores sólidos puede ser una 
opción terapéutica en el tratamiento de la mastocitosis. En resumen, el presente 
estudio aclara el papel de varias isoformas de la PKC y de la aurora quinasa en la 
activación de las células HMC-1 y demuestra el papel de las tirosina quinasas y de 
la isoforma PKCδ en la muerte celular.  
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1. La activación de la proteína quinasa C estimula la liberación de histamina en 
las células HMC-1. 
 
2. La mutación en la posición 816 del c-kit hace que la proteína quinasa C 
adquiera el efecto inhibidor sobre el vaciado de reservorios intracelulares de 
Ca2+ inducido por ionomicina. 
 
3. En las células HMC-1560,816 las isoformas clásicas de la proteína quinasa C 
se traslocan desde el citosol. En condiciones normales esta traslocación se 
produce a la membrana de forma dependiente de la activación del receptor 
c-kit. En ausencia de Ca2+ la traslocación se produce al núcleo. 
 
4. La isoforma proteína quinasa C δ es la responsable de la apoptosis inducida 
por la activación prolongada de la proteína quinasa C y por la inhibición del 
c-kit en las líneas celulares HMC-1560 y HMC-1560,816.  
 
5. El inhibidor de c-kit dasatinib presenta un mayor efecto citotóxico que los 
inhibidores nilotinib y midostaurina en células HMC-1.  
 
6. El dasatinib aumenta la liberación de espontánea de histamina en las dos 
líneas celulares HMC-1.  
 
7. La modulación simultánea de la proteína quinasa C y de las tirosina 
quinasas provoca un aumento de la muerte celular por necrosis en las 
células HMC-1560 y HMC-1560,816. 
 
8. El mecanismo de acción del inhibidor de la aurora quinasa CCT129202 es 
dependiente de las isoformas clásicas y nuevas de la PKC. El efecto de este 
compuesto sobre la caspasa 8 está mediado por las isoformas de PKC 
clásicas, mientras que sobre la caspasa 3 está mediado por las isoformas 
de PKC nuevas.  
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